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B I O C H E M I C Z N Y  R O Z K Ł A D  N I E K T Ó R Y C H  F E N O L I  

W  F E R M E N T A C J I  M E T A N O W E J

S y s t e m a t y c z n e  b a d a n i a  n a d  b e z t l e n o w ą  d e g r a d a c j ą  f e n o l u  w  f e r 

m e n t a c j i  m e t a n o w e j  o s t a t n i o  p r z e p r o w a d z i l i  C H M I E L O W S K I , G R O S S -  

M A N  i  W Ę G R Z Y N O W S K A  [ 1 ]  o r a z  C H M I E L O W S K I  i  G R O S S M A N  [ 2 ]  .  W  b a -  

d a n i a o h  t y o h  s t w i e r d z o n o ,  ż e  m e z o f i l n a  f e r m e n t a c j a  m e t a n o w a  

u l e g a  ł a t w e m u  p r z y s t o s o w a n i u  d o  r o z k ł a d u  f e n o l u , k t ó r y  b y ł  j e 

d y n y m  s u b s t r a t e m  w p r o w a d z a n y m  d o  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o .  

A d a p t a c j ę  d o  d e g r a d a c j i  f e n o l u  m o ż n a  b y ł o  w y w o ł a ó  w  w a r u n k a c h  

l a b o r a t o r y j n y c h  p r z e z  w p r o w a d z a n i e  w  o d s t ę p a c h  2  d o  3  d n i o 

w y c h  w y r a s t a j ą c y c h  d a w e k  f e n o l u  o d  1 0 0  d o  o k o ł o  3 0 0 0  m g / l .  

F e r m e n t a c j a  m e t a n o w a  p r z e b i e g a ł a  s z c z e g ó l n i e  i n t e n s y w n i e  p r z y  

s t ę ż e n i u  f e n o l u  r z ę d u  2 0 0 0  m g / l .  T a k a  p o r c j a  s u b s t r a t u  u l e 

g ł a  c a ł k o w i t e m u  r o z k ł a d o w i  d o  m e t a n u  i  d w u t l e n k u  w ę g l a  w  c z a 

s i e  t r z e c h  d n i  f e r m e n t a c j i .

W  p r o c e s i e  a d a p t - a c y j n y m  w  m i e s z a n e j  p o p u l a c j i  b a k t e r y j n e j  

f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  p r a w d o p o d o b n i e  r o z w i j a j ą  s i ę  b a k t e r i e  

s a p r o f i t y c z n e  z d o l n e  d o  p r z y s w a j a n i a  i  r o z k ł a d u  f e n o l i . Z w i ą z 

k i  t e  u l e g a j ą  p r z e m i a n i e  w  n i e z i d e n t y f i k o w a n e  d o t y c h c z a s  p r o 

d u k t y  p o ś r e d n i e ,  k t ó r e  t o w a r z y s z ą  p r o c e s o w i  b e z t l e n o w e g o  r o z 

s z c z e p i e n i a  s t r u k t u r y  a r o m a t y c z n e j .  W  d a l s z y m  p r o c e s i e  d e g r a -  

d a o y j n y m  p o w s t a j ą  p r o s t e  k w a s y  a l i f a t y c z n e ,  k t ó r e  p o d  w p ł y w e m  

b a k t e r i i  m e t a n o w y c h  z o s t a j ą  p r z e m i e n i o n e  w  m e t a n  i  d w u t l e n e k  

w ę g l a .  B a k t e r i e  m e t a n o w e  c e c h u j ą  s i ę  d u ż ą  w y b i ó r c z o ś o i ą  s u b 

s t r a t o w ą  [ 3 ]  i  n i e  s ą  z d o l n e  d o  m e t a b o l i z o w a n i a  z w i ą z k ó w  a -  

r o m a t y c z n y c h .

N a l e ż y  w i ę c  s p o d z i e w a ć  s i ę ,  ż e  d l a  w y w o ł a n i a  f e r m e n t a c j i  

m e t a n o w e j  z w i ą z k u  f e n o l o w e g o  p o w i n n y  b y ó  s p e ł n i o n e  d w a  p o d 

s t a w o w e  w a r u n k i .  M u s i  w y t w o r z y ć  s i ę  o d p o w i e d n i a  p o p u l a c j a  

b a k t e r i i  s a p r o f i t y c z n y c h  z d o l n y c h  d o  r o z e r w a n i a  p i e r ś c i e n i a  

a r o m a t y c z n e g o  i  p r z e m i a n y  f e n o l i  w  p r o s t e  z w i ą z k i  a l i f a t y c z n e .  

F o w i n n y  r ó w n i e ż  u t w o r z y ć  s i ę  z e s p o ł y  b a k t e r i i  m e t a n o w y c h  o d 

p o r n e  n a  t o k s y c z n e  d z i a ł a n i e  w y s o k i c h  s t ę ż e ń  f e n o l i .  W  t y o h  

w a r u n k a c h  m u s z ą  o n e  z a c h o w a ć  z d o l n o ś ć  m e t a n o g e n e z y  -  p r z e 

m i a n y  d y s y m i l a c y j n e j  p r o s t y c h  z w i ą z k ó w  a l i f a t y c z n y c h  d o  m e t a n u  

i  d w u t l e n k u  w ę g l a .

2  w y j ą t k i e m  w s p o m n i a n y c h  b a d a ń  n a d  f e r m e n t a c j ą  m e t a n o w ą  

f e n o l u  [ 1 ,  2 ]  w  z a s a d z i e  b r a k  w  l i t e r a t u r z e  w i a d o m o ś c i  o  w p ł y 
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w i e  f e n o l i  i  p o k r e w n y c h ,  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y o h  n a  f e r m e n t a c j ę  

m e t a n o w ą .  N i e d a w n o  C L A B K  i  F I N A  [ 4 ]  o r a z  F I N A  i  F I S K I N  [ 5 ]  

s t w i e r d z i l i ,  ż e  k w a s  b e n z o e s o w y  u l e g a  b e z t l e n o w e m u  r o z k ł a d o w i  

w  c z a s i e  f e r m e n t a o j i  m e t a n o w e j .  B r a k  z d o l n o ś c i  r o z k ł a d u  p i r o -  

k a t e c h i n y  i  k w a s u  p r o t o k a t e c h o w e g o  p r z e z  b a k t e r y j n e  k u l t u r y  

m i e s z a n e  a d a p t o w a n e  d o '  f e r m e n t a o j i  k w a s u  b e n z o e s o w e g o  s u g e r u 

j e ,  ż e  b e z t l e n o w e  d r o g i  p r z e m i a n  w  d e g r a d a o j i  s t r u k t u r y  a r o 

m a t y c z n e j  m o g ą  r ó ż n l ó  s i ę  o d  s z l a k ó w  m e t a b o l i z m u  t l e n o w e g o  

C 6 ,  7 ] .

W y d a w a ł o  s i ę  w i ę c  i n t e r e s u j ą o e  i  p o t r z e b n e  r o z p a t r z e n i e  

m o ż l i w o ś c i  p r z y s t o s o w a n i a  d r o b n o u s t r o j ó w  f e r m e n t a o j i  m e t a n o 

w e j  d o  r o z k ł a d u  r ó ż n y c h  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h ,  f e n o l i  

w i e l o w o d o r o t l e n o w y c h ,  n a f t o l i  i  p o k r e w n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a 

t y c z n y c h  j a k o  p o d s t a w o w y c h  s u b s t r a t ó w  f e r m e n t a c y j n y c h . N a l e ż a -  

ł o  r ó w n i e ż  s t w i e r d z i ć  c e c h y  o d r ó ż n i a j ą c e  m e o h a n i z m  b e z t l e n o 

w e g o  « r o z k ł a d u  f e r m e n t a c y j n e g o  f e n o l i  o d  t l e n o w y o h  s z l a k ó w  m e 

t a b o l i c z n y c h  t y c h  z w i ą z k ó w .  P r ó b a  r o z w i ą z a n i a  t y c h  z a g a d n i e ń  

j e s t  p r z e d m i o t e m  n i n i e j s z e j  p r a c y .

C z ę ś ó  d o ś w i a d c z a l n a

M e t o d y k a  b a d a ń

B a d a n i o m  p o d d a w a n o  ś r o d o w i s k o  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  s t w o r z o n e  

p r z e z  o s a d  t e c h n i o z n i e  p r z e f e r m e n t o w a n y ,  k t ó r y  p o c h o d z i ł  z  

w y d z i e l o n e j  k o m o r y  d l a  m e z o f i ł n e j .  f e r m e n t a o j i  o s a d ó w  b i o g e n 

n y c h .  F e r m e n t a c j i  m e t a n o w ą j  p o d l e g a ł y  c h e m i c z n i e  c z y s t e  p r e 

p a r a t y  f e n o l i  i  p o k r e w n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y o h  w p r o w a d z a n e  

d o  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o  w  p o s t a c i  r o z t w o r ó w  w o d n y c h .

S t ę ż e n i e  d o z o w a n y c h  r o z t w o r ó w  b y ł o  z w i ą z a n e  z  r o z p u s z c z a l 

n o ś c i ą  b a d a n y c h  z w i ą z k ó w  1  o d p o w i a d a ł o  5 0 , 0  g / l  w  p r z y p a d k u  

f e n o l u  o r a z  1 2 , 5  g / l  d l a  o - ,  m - i  p -  k r e z o l u .  D a w k o w a n i e  1 ,  2 ,  

4 - j  1 ,  3 ,  5  -  i  1 ,  4 ,  5 -  k s y l e n o ł u  p r o w a d z o n o  p r z y  p o m o c y  

r o z t w o r ó w  o  s t ę ż e n i u  5 , 0  g / l .  F e n o l e  d w u w o d o r o t l e n o w e :  p i r o -

k a t e c h i n a ,  r e z o r o y n a  i  h y d r o o h i n o n  o r a z  f e n o l e  t r ó j w o d o r o -  

t l e n o w e :  p l r o g a l l o l  i  f l o r o g l u c y n a  -  m i a ł y  s t ę ż e n i e  20 ,0  g / l .  

N a f t o l e  s t o s o w a n o  w  p o s t a c i  s o l i  s o d o w y c h  o  s t ę ż e n i u  1 0 , 0  g / l .  

W  b a d a n i u  f e r m e n t a o j i  k w a s u  b e n z o e s o w e g o  i  p o k r e w n y c h  h y d r o -  

k s y k w a s ó w  o  c h a r a k t ę r z e  f e n o l i :  k w a s u  o - h y d r o k s y b e n z o e s o w e g o  

( k w a s u  s a l i c y l o w e g o )  . o r a z  m e t a -  i  p a r a - h y d r o k s y b e n z o e s o w e g o  -  

u ż y t o  r o z t w o r ó w  o  s t ę ż e n i u  5 , 0  g / l .

D o ś w i a d c z e n i a  n a d  f e r m e n t a c j ą  m e t a n o w ą  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  

p r o w a d z o n o  w  s k a l i  l a b o r a t o r y j n e j  w  s z c z e l n i e  z a m k n i ę t y c h  k o -
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m o r a c h  f e r m e n t a c y j n y c h .  B y ł y  t o  b u t l e  s z k l a n e  o  d o k ł a d n i e  w y 

z n a c z o n e j  o b j ę t o ś o i  p r z e z  c e c h o w a n i e  w o d ą .  D o ś w i a d c z a l n e  k o 

m o r y  f e r m e n t a c y j n e  z n a j d o w a ł y  s i ę  w  t e r m o s t a c i e  u t r z y m u j ą c y m  

t e m p e r a t u r ę  320 C  +  1 0 .  T e m p e r a t u r a  t a  o d p o w i a d a ł a  o p t i m u m  d l a  

m e z o f i l n e j  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .

M e m b r a n a  z  m i ę s i s t e j  g u m y  w  p l a s t i k o w y m  u c h w y c i e  s ł u ż y ł a  

j a k o  z a w ó r  g a z o w y  [ 8 ,  9 ] .  T a k i e  z a w o r y  g a z o w e  u m i e s z c z o n e  w  

k o r k a c h  z a m y k a j ą c y c h  k o m o r y  u m o ż l i w i a ł y  p o m i a r y  i  l i k w i d a j ę  

c i ś n i e n i a  w y t w a r z a j ą o e g o  s i ę  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o  p r z y  p o m o c y  

u r z ą d z e ń  z a o p a t r z o n y c h  w  i g ł y  i n i e k c y j n e .  P o z w a l a ł y  o n e  r ó w 

n i e ż  n a  w p r o w a d z e n i e  r o z t w o r ó w  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  l u b  a r o 

m a t y c z n y c h  k w a s ó w  k a r b o k s y l o w y c h  p r z y  p o m o c y  s t r z y k a w e k  i n l e k -  

c y j n y c h .

P o m i a r y  i l o ś c i  w y t w a r z a j ą c e g o  s i ę  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o  

p r o w a d z o n o  m e t o d ą  m a n o m e t r y c z n ą  o p r a c o w a n ą  p r z e z  J e d n e g o  z  

a u t o r ó w  w  p r a c a c h  w c z e ś n i e j s z y c h  [ 8 ,  9 ] .  M e t o d a  t a  w y k o r z y s t u 

j e  p r z e m i a n ę  i z o o h o r y c z n o - i z o t e r m i c z n ą  g a z u  w  r e a k t o r z e . W  p o 

m i a r a c h  o l ś n i e n i a  w  k o m o r a o h  d o ś w i a d c z a l n y c h  s t o s o w a n o  m a n o 

m e t r  r t ę c i o w y  w y p o s a ż o n y  w  i g ł ę  i n l e k o y j n ą .  P r z e z  p r z e b i c i e  

z a w o r u  m e m b r a n o w e g o  i g ł ą  ł ą c z y ł o  s i ę  k o m o r ę  z  m a n o m e t r e m ,  

c o  u m o ż l i w i a ł o  p o m i a r  c i ś n i e n i a .  L i k w i d a c j ę  c i ś n i e n i a  g a z u  w  

k o m o r z e  d o k o n y w a n o  p r z e z  p r z e b i c i e  z a w o r u  i g ł ą  i  o d p r o w a 

d z e n i e  g a z u  d o  o t o c z e n i a .

C h a r a k t e r y s t y k ę  a n a l i t y c z n ą  f e r m e n t a c y j n y c h  ś r o d o w i s k

s t a n o w i ł o  o z n a c z e n i e  f e n o l i  o g ó l n y c h  i  l o t n y c h  z  p a r ą  w o d n ą ,  

k w a s ó w  l o t n y c h ,  a l k a l i c z n o ś c i ,  s u c h e j  p o z o s t a ł o ś c i  o g ó l n e j ,  

s t r a t y  p o  p r a ż e n i u  o r a z  p H .  F e n o l e  o g ó l n e  o z n a c z o n o  u m o w n i e  

m e t o d ą  b r o m o m e t r y c z n ą ,  z a ś  f e n o l e  l o t n e  k o l o r y m e t r y c z n i e  p r z y  

u ż y c i u  p - n i t r o a n i l i n y  [ 1 0 ]  .  P o z o s t a ł e  o z n a c z e n i a  p r z e p r o w a 

d z o n o  z g o d n i e  z  z a l e c e n i a m i  S T A N D A R D  M E T H O D S  [ 1 1 ]  .  P o m i a r y  

p H  w y k o n y w a n o  p o t e n c j o m e t r y c z n i e  p r z y  p o m o c y  e l e k t r o d y  s z k l a 

n e j  .

P r z e b i e g  d o ś w i a d c z e ń  i  w y n i k i  b a d a ń

A d a p t a c j ę  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  r o z k ł a d u  z w i ą z k ó w  f e n o l o 

w y c h  i  p o k r e w n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y c h  p r o w a d z o n o  w  3 - l i -  

t r o w y c h  k o m o r a c h ,  k t ó r e  z a w i e r a ł y  1  l i t r  o s a d u  t e c h n i c z n i e  

p r z e f e r m e n t o w a n e g o .  O s a d  p o b r a n y  z  w y d z i e l c n e j  k o m o r y  f e r m e n 

t a c y j n e j  p o d l e g a ł  c e d z e n i u  p r z e z  s i t o  o  3  m m  ś r e d n i c y  o c z e k  w  

c e l u  u s u n i ę c i a  z a n i e c z y s z c z e ń  g r u b o z i a r n i s t y c h  n a r u s z a j ą c y c h  

j e d n o r o d n o ś ć  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o .  P r a w i d ł o w y  p r z e b i e g  

f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  w y m a g a ł  s t w o r z e n i a  w a r u n k ó w  b e z t l e n o -  

w y o h  w  t y c h  ś r o d o w i s k a c h .  U z y s k i w a ł o  s i ę  t o  p r z e z  p r z e p ł u k i 

w a n i e  k o m ó r  d o ś w i a d c z a l n y c h  t e c h n i c z n y m  d w u t l e n k i e m  w ę g l a .

A d a p t a c j ę  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o  d o  b e z t l e n o w e g o  r o z 

k ł a d u  f e n o l i  w y w o ł y w a n o  p r z e z  w p r o w a d z a n i e  w  o d s t ę p a c h  2  d o  3 *  

d n i o w y c h  p r e g r e s y w n i e  w z r a s t a j ą c y c h  d a w e k  1 0 0 ,  2 0 0 ,  3 0 0 . . . . . .
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i t d .  m g / l  s u b s t r a t u .  D o z o w a n y  z w i ą z e k  f e n o l o w y  b y ł  J e d y n y m  

s u b s t r a t e m  o r g a n i c z n y m  w p r o w a d z a n y m  d o  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a 

c y j n e g o .  S p o s ó b  t e n  z a p o ż y o z o n o  z  p r a c  p o p r z e d n i c h  [ 1 , 2 ]  w  

k t ó r y c h  u z y s k i w a n o  s z y b k ą  a d a p t a c j ę  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  

r o z k ł a d u  f e n o l u  J a k o  j e d y n e g o  s u b s t r a t u  f e r m e n t a c y j n e g o .  D o 

ś w i a d c z e n i a  p o l e g a ł y  n a  p o m i a r z e  d o b o w e j  i l o ś c i  w y t w a r z a n e g o  

g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o  d o k o n y w a n y m  w  o d s t ę p a c h  2 4  g o d z i n n y c h .  

M i e s z a n i e  z a w a r t o ś c i  k o m ó r  o d b y w a ł o  s i ę  r a z  d z i e n n i e  p o d o z a s  

p o m i a r ó w  m e t a n o g e n e z y .

D a w k o w a n i e  f e n o l i  p r z e r y w a n o  j e ż e l i  w  d ł u ż s z y m  o k r e s i e  o b 

s e r w a c j i  w y t w a r z a n i e  g a z u  w  k o m o r z e  d o ś w i a d c z a l n e j  b y ł o  n i ż 

s z e  n i ż  w  k o m o r a c h  k o n t r o l n y c h  l u b  J e ż e l i  2  d o  3 - d n i o w y  o -  

k r e s  f e r m e n t a c j i  n i e  w y s t a r c z a ł  d o  o a ł k o w i t a g o  p r z e f e r m e n t o -  

w a n i a  w p r o w a d z o n e j  p o r c j i  z w i ą z k u  f e n o l o w e g o .  S t o p n i o w o  m a l e 

j ą c e  w y t w a r z a n i e  g a z u  p r z y  w z r o ś o i e  s t ę ż e n i a  d o p r o w a d z o n y c h  

s u b s t r a t ó w  l u b  c a ł k o w i t y  b r a k  f e r m e n t a c j i  z w i ą z k ó w ,  k t ó r e  o -  

k a z a ł y  s i ę  n i e p o d a t n e  n a  f e r m e n t a o j ę  m e t a n o w ą  w s k a z y w a ł  n a  

z a k o ń c z e n i e  d o ś w i a d c z e n i a .

P r o g r a m  b a d a ń  o b e j m o w a ł  o b s e r w a c j ę  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  

f e n o l i  w  k i l k u  ś c i ś l e  p o w t ó r z o n y c h  s e r i a o h  d o ś w i a d c z e ń . W  k a ż 

d e j  t a k i e j  s e r i i  b a d a n i e  f e r m e n t a o j i  o k r e ś l o n e g o  z w i ą z k u  f e 

n o l o w e g o  p r o w a d z o n o  w  d w u  r ó w n o l e g l e  t r a k t o w a n y c h  k o m o r a o h  

f e r m e n t a c y j n y c h .  O d  z a s a d y  t e j  o d s t ą p i o n o  w  k i l k u  w y j ą t k o w y c h  

w y p a d k a c h  p o d y k t o w a n y c h  l i c z e b n o ś c i ą  u ż y t y o h  k o m ó r  d o ś w i a d 

c z a l n y c h .  W  k a ż d e j  s e r i i  b a d a ń  d w i e  k o m o r y  n i e  b y ł y  o b o l ą ż o n e  

s u b s t r a t e m  f e n o l o w y m  i  s ł u ż y ł y  j a k o  k o n t r o l a  o b s e r w a c j i .

D o  s z c z e g ó ł o w e g o  o m ó w i e n i a  w  t e j  r o z p r a w i e  w y b r a n o  j e d n ą  z  

s e r i i  b a d a ń .  W  s e r i i  t e j  u ż y t o  3 4  k o m ó r  d o ś w i a d c z a l n y c h .  T a 

b l i c a  I  p o d a j e  s y m b o l e  i  p r z e z n a c z e n i e  k o m ó r  z a s t o s o w a n y c h  w  

b a d a n i a c h  f e r m e n t a o j i  m e t a n o w e j  f e n o l i  i  z w i ą z k ó w  p o k r e w n y c h .  

B a d a n o  z d o . l n o ś ó  p r z y s t o s o w a n i a  s i ę  f e r m e n t a o j i  m e t a n o w e j  d o  

b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  f e n o l u ,  k r e z o l i ,  k s y l e n o l i , n a f t o l i , j e d 

n o w o d o r o t l e n o w y c h  k w a s ó w  b e n z o e s o w y c h  o r a z  k w a s u  b e n z o e s o w e 

g o .  Z a k r e s  s t o s o w a n y c h  s t ę ż e ń  s u b s t r a t ó w  d o z o w a n y c h  d o  ś r o d o 

w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o  o k r e ś l a  t a b l i c a  I .

W  c z a s i e  6 0 - d n l o w e g o  c y k l u  b a d a i ń  s t w i e r d z o n o ,  ż e  l l o z n e  

z w i ą z k i  f e n o l o w e  u l e g a j ą  b e z t l e n o w e m u  r o z k ł a d o w i  w  p r o c e s i e  

a d a p t o w a n e j  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .  W  g r u p i e  l o t n y o h  f e n o l i  

J e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  c a ł k o w i t e j  p r z e m i a n i e  w  g a z  f e r m e n t a c y j 

n y  u l e g f t ł  f e n o l  ( r y s u n a k  1 ;  i  p - k r e z o l  ( r y s u n e k  2 ) .  S p o m i ę 

d z y  t r z e o h  i z o m e r ó w  f e n o l i  d w u w o d o r o t l e n o w y o h  f e r m e n t a o j i  p o d 

l e g a ł a  j e d y n i e  r e z o r c y n a  ( r y s u n e k  3 ) .  F e r m e n t o w a ł y  o b a  b a d a 

n e  i z o m e r o n y  f e n o l i  t r d j . w o d o r o t l e n o w y o h :  p l r e g a l l o l  ( r y s u n e k  

4 )  i  f l o r o g l u o y n a  ( r y s u n e k  5 ) .  B e z t l e n o w e m u  r o z k ł a d o w i  u l e 

g a ł  r ó w n i e ż  k w a s  b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  6 )  o r a z  t r z y  i z o m e r y  

j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  k w a s ó w  b e n z o e s o w y c h  o  o h a r a k t e r z e  f e n o 

l i :  k w a s  o - h y d r o k s y b e n z o o s p w y  -  k w a s  s a l i c y l o w y  ( r y s u n e k  7 ) ,  

k w a s  m - h y d r o k s y b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  8 )  o r a z  k w a s  p - h y d r o k s y -  

b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  9 ) .  P o d a n e  r y s u n k i  i l u s t r u j ą  w y t w a r z a n i e  

g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o  z  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  s u b s t r a t ó w  f e n o 

l o w y c h  w  p o r ó w n a n i u  z  w y t w a r z a n i e m  g a z u  p r z e z  k o m o r y  k o n t r o l n e .



Tablica I
Zdolność wykorzystywania fenoli i pokrewnych związków aromatycznych 

jako substratów adaptowanej ferrr.entapji metanowej

Substrat,
Grupa

związków

y fermentacji
Związek aromatyczny

Symbol
komory

Zakres 
stężeń dozowa
nia substratu

mg/l

Fermen
tacja

Fenole
ogólne
mg/l

Fenole
lotne
mg/l

Kwasy
lotne

mg/l CH-jCOOH

Alkaliczność 

mg/l CaCO^

Sucha
pozostałość

ogólna
%

Strata przy 
prażeniu su
chej pozosta

łości
1o

pH

Fenole jedno
wodorotlenowe

fenol 1
2 100 do 1500 +

+
68
50

62
42

268
242

3310
3260

3,20
3,14

46,21
45,28

8.4
8.4

o-krezol 3
4 100 do 600 - 2060

2040
2065
2020

290
282

2980
2960

3,22
3,15

44,60
45,10

8,2
8,2

m-krezol 5
6 100 do 600 -

2055
2060

2080
2062

310
315

3100
3055

3,57
3,64

45,15
46,00

8.4
8.4

p-krezol 7
8 100 do- 1700 +

+
30
27

32
15

238
217

2870
2940

3,25»
3,34

45,28
45,71

8.3
8.3

1,2,4-ksylenol 9 100 do 500 - 1435 1460 368 2960 3,78 47,25 8,4
1,3,5-ksylenoi 10

11 100 do 500 -
1430
1435

1420
1435

335
340

2680
2700

3,40
3,52

46,04
45,90

8.3
8.3

1,4,5-ksylenol 12 100 do 500 - 1442 1450 352 2950 3,89 48,00 8,4
Fenole dwu- 
wodorotlenowe

pirokatechina 13
14 100 do 600

_
2080
2085

21
15

198
210

3020
3015

3,76
3,92

46,20
45,38

8,2
8,2

rezorcyna 15
16 100 do 1600 +

+
50
48

37
40

210
206

3380
3440

2,97
3,05

42,47
43,20

8.4
8.4

hydrochinon 17
18 100 do 600 —

.2065
2050

10
12

262
295

2960
2985

3,67
3,80

47,20
47,45

8.3
8.3

Fenole trój- 
wodorotlenowe

pirogallol 19
20 100 do 1700 T

+
60
55

6
0

221
235

2860
3000

3,62
3,58

48,21
47,96

8,2
8,3

florogluoyna 21
22 100 do 1700 +

+
182
121

10
8

276
268

3250
3320

3,96
3,87

47,22
47,30

8.3
8.3

Naftole ar - naftol 
y3 -  naftol

23
24

100 do 
100 do

600
600 —

2070
2060

0
10

392
350

2940
298Q

3,56
3,80

48,20
45,78

8,1
8,1

Aromatyczne kwas benzoesowy 25
26 100 do 1700 +

+
69

102
5

15
296
305

3320
3086

3,62
3,41

48,20
48,15

8,3
8,1

ksylowe kwas o-hydroksy- 
benzoesowy (salicylo
wy)

27
28 100 do 1700 +

+
78

110
10
12

268
272

2970
2995

3,60
3,56

48,36
48,30

8,1
8,1

kwas m-hydroksy- 
benzoesowy

29
30 100 do 1100 +

+
67
70

6
0

229
233

3110
3160

3,66
3,74

49,10 
48-, 95

8,2
8,2

kwas p-hydroksy- 
benzoesowy 31

32 100 do 1000 +
+

82
87

15
30

302
306

3220
3205

3.70
3.70

48.20
48.20

8,2
8,2

Nieobciążone komory kontrolne - 
analiza wstępna środowiska przed 
adaptacją

33
34

+
+ 0 0 1220 2510 5,10 52,08 7,5

Nieobciążone komory kontrolne - 
koóoowa analiza kontrolna

33
34

+
+

0
0

0
0

136
128

4160
4210

3,21
3,48

47,62
46,98

8.4
8.4
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CZAS, dni

Rys. 1. Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu fenolu. Dozowanie rosnących
dawek od 100 do 1500 mg/l w odstępach kilkudniowych
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R y s .

C Z A S , dni'

. P r z y s t o s o w a n i e  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  r o z k ł a d u  p - k r e z o l u .  D o z o w a n i e  

c y c h  d a w e k  o d  1 0 0  d o  1 7 0 0  m g / l  w  o d s t ę p a c h  k i l k u d n i o w y c h

r o s n ą -
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CZAS, dni

Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu rezorcyny* Dozowanie rosną
cych dawek od 1 v do 1600 og/1 w odstępach kilkudniowych
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Rys. 4. Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu plrogallolu. Dozowanie ros
nących dawek od 100 do 1700 mg/l w odstępaoh kilkudniowych
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FL0R06LUCYNA

CZAS, dni

Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu florogluoyny. Dozowanie ros
nących dawek od 100 do 1700 mg/l w odstępach kilkudniowych
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Rys. 6. Przystosowani* fermentacji metanowej do rozkładu kwasu benzoesowego.Dozowanie
rosnących dawek od 100 de 1700 mg/l w odstępach kilkudniowych
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CZAS, dni

Rys, 7. Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu kwasu o-hydroksyhenzoesowego
(salicylowego).Dozowanie rosnąoych dawek od 100 do 1700 mg/l w odstępach kilkudniowych
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C Z A S ,  d n i

Jtys. 8. Przystosowanie fermentacji metanowej do rozkładu kwasu m-hydroksybenzoesowego
Dozowanie rosnących dawek od 100 do 1100 mg/l w odstępach kilkudniowych
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Hys. 9 i Przystosowalnie fermentacji metanowej do rozkładu kwasu p-hydroksytenzoesowego
Dozowanie rosnącyoh dawek od 100 do 1000 mg/l w odstępach kilkudniowych
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110 J. Chmielowski, A. Grosgmąn. S. Łąbużelc

CZAS, dni

R y s .  1 0 .  P r z y s t o s o w a n i e  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  r o z k ł a d u  p i -  

r o k a t e c h l n y .  D o z o w a n i e  r o s n ą c y c h  d a w e k  o d  1 0 0  d o  6 0 0  m g / l  w  

o d s t ę p a c h  k i l k u d n i o w y c h



Wytwarzanie gazu fermentacyjnego w czasie rozkładu niektórych fenoli 
1 pokrewnych związków aromatycznych, stwierdzone doświadczalnie 1 obliczone steohiometrycznie

z równania BUSWELLa

Tablica II

Dozowany
związek
aromatyczny

Symbol
komory

Sumaryczna 
llośó związ
ku aroma
tycznego 
wprowadzona 
podczas 
dozowania
mg/l

llośó gazu fermentacyjnego Jednokrot- llośó gazu fermentacyjnego

stechlo-
metrycz-

na

ml/l

doświad
czalna

ml/l

% ilości 
steohio- 
metrycz- 

ne j

związku 
aromatycz
nego wpro
wadzona 
podczas 
dozowania 
mg/l

stechlo-
metryczna

ml/l

doświad
czalna

ml/l

55 ilości 
stechlo- 
metrycz- 

ne j

1 7800 11154 10366 93,0 1000 1430 1314 91,8
2 6600 9438 9242 97,9 1100 1573 1569 99,7

7 15300 22200 22190 99,9 1500 2175 1971 90,6
8 15300 22200 21680 97,9 1500 2175 > 1820 83,6

rezorcyna
15 12300 15018 14270 95,1 1300 1587 1268 80,3
16 13600 16606 15809 95,8 1500 1831 1720 93,9

pirogallol 19 15300 16310 15820 97,0 1500 1599 1500 93,9
20' 15300 16310 15250 93,5 1500 1599 1466 94,1

floro- 21 15300 22200 18620 83,9 1300 1386 1320 94,3
glucyna 22 15300 22200 16890 76,0 1200 1279 1200 90,9

kwas 25 15300 18681 18000 96,0 1400 1709 1700 99,9
26 15300 18681 18670 99,9 1500 1832 1812 98,9

kwas
o-hydroksy-
benzoesowy

27 5500 5863 5422 92,4 700 746 641 86,0
28 15300 16310 16302 99,5 1600 1706 1698 99,5

kwas m-hydroksy- 
benzoesowy 29 7900 8421 8320 98,8 700 746 702 94,1

kwas
p-hydroksy-
benzoesowy

31 6600 7036 7000 99,4 700 746 669 89,6
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112 J. Chmielowski, A. Grossman, S. Łabużek

OHA
k /

OH

CH,

\ /
CHi

CHj

\ /

C H j

1,2,4-KSYLENOL

O -K R E Z O L  m -KREZO L

OH

/ \

OH

OH

P IR O K A T E C H IN A

H3C c h 3
\ /  

1 ,J ,5 -K SY L E N 0 l

OH

/ \

\ /
CHj

P ' KREZOL

OH

/ \

H,C
\ x
CHj

1,4,5 K SYLEN O L  

OH

\ /
OH

HYDROCHINON

OH

o C -  N AFTO L

COOH

/ \

KW AS
B E N Z O E SO W Y

COOH 

OH

KWAS SALICYLOWY 
O-HYDR0KSYBENZ0ES0WY

COOH

OH

KWAS 
m HYOROKSYBEWzpESiMfl

COOH

/ \

X /
OH 

K W A S  

p-HYDRCKSYBENZCESOWY

R y s .  1 1 «  Z d o l n o ś ć  f e r m a n t a c y j n a  a  s t r u k t u r a  f e n o l i  i  p o k r e w 

n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y c h .  S u b s t a n o j e  u l e g a j ą c e  a d a p t o w a n e j  

f e r m a n t a o j l  m e t a n o w e j  s ą  w  p r o s t o k ą t a c h



Biochemiczny rozkład niektórych fenoli» 113

A n a l o g i c z n y  p r z e b i e g  f e r m e n t a c j i  szczątkowej w  o b u  k o m o r a c h  

k o n t r o l n y c h  u z a s a d n i a ł  p r z y j ę c i e  wartości średnich z p r o d u k 

c j i  g a z u  d l a  k o n t r o l i  d o ś w i a d c z e n i a .

C a ł k o w i t ą  o d p o r n o ś ć  n a  d z i a ł a n i e  środowiska fermentacyjne
g o  w y k a z y w a ł y  w ś r ó d  f e n o l i  jednowodorotlenowych orto- i  m e t a -  

k r e z o l  o r a z  w s z y s t k i e  b a d a n e  k s y l e n o l e .  N i e  fermentowały r ó w 

n i e ż  f e n o l e  d w u w o d o r o t l e n o w e s  p i r o k a t e c h i n a  (rysunek 10; i  

h y d r o c h i n o n .  N i e f e r m e n t u j ą ó e  o k a z a ł y  s i ę  r ó w n i e ż  o b a  n a f t o l e .  

D o z o w a n i e  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h ,  k t ó r e  n i e  u l e g a ł y  f e r m e n t a c j i  

l u b  h a m o w a ł y  p r o c e s  f e r m e n t a c y j n y -  p r z e r y w a n o  p r z y  d a w c e  r z ę 

d u  5 0 0  d o  6 0 0  m g / l .  W  d a l s z y m  j e d n a k  c i ą g u  o b s e r w o w a n o  w y t w a 

r z a n i e  g a z u  p r z e z  k o m o r y  o b c i ą ż o n e  p r z e z  t e  f e n o l e  d o  o k o ł o  

4 5  d n i a  d o ś w i a d c z e n i a .

B a d a n i a  z a k o ń c z o n o  p r z e z  a n a l i z ę  ś r o d o w i s k  z  p o s z c z e g ó l 

n y c h  k o m ó r  f e r m e n t a c y j n y c h .  T a b l i c a  I  p o d a j e  w y n i k i  o z n a c z e ń ,  

k t ó r e  u j a w n i a j ą  z m i a n y  j a k i e  z a s z ł y  w  t y c h  ś r o d o w i s k a c h  w s k u 

t e k  d ł u g o t r w a ł e g o  o b c i ą ż e n i a  f e n o l a m i .  U m o ż l i w i a  o n o  p o r ó w n a 

n i e  z a c h o d z ą c y c h  z m i a n  z  w y n i k a m i  a n a l i z y  w s t ę p n e j  i  a n a l i z ą  

ś r o d o w i s k a  z  k o m ó r  k o n t r o l n y c h .

P r z e p r o w a d z o n o  r ó w n i e ż  p o r ó w n a n i e  i l o ś c i  g a z u  f e r m e n t a c y j 

n e g o ,  t w o r z ą c e g o  s i ę  w  a d a p t o w a n y m  ś r o d o w i s k u  z  j e d n o s t k i  

m a s y  p o s z c z e g ó l n y c h  f e n o l i  f e r m e n t u j ą c y c h  z  w i e l k o ś o i ą  t e o r e 

t y c z n ą  o b l i c z o n ą  z e  s t e c h i o m e t r y c z n e g o  r ó w n a n i a  B U S W E L L a  [ 1 2 ,  

1 3 ]  .  T a b l i c a  I I  p o d a j e  d o ś w i a d c z a l n e  i  s t e c h i o m e t r y c z n e  i l o 

ś c i  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o ,  k t ó r e  t w o r z y ł y  s i ę  z  s u m a r y c z n y c h  

m a s  d o z o w a n y c h  s u b s t r a t ó w  f e n o l o w y c h .  T a b l i c a  t a  I n f o r m u j e  

r ó w n i e ż  o  i l o ś c i a c h  g a z u  t w o r z ą o y c h  s i ę  z  n i e k t ó r y c h  p o j e d y n 

c z y c h  d a w e k  s u b s t r a t ó w  w y b r a n y c h  w  o k r e s i e  u s t a l a n e j  a d a p t a c j i .

R y s u n e k  1 1  i l u s t r u j e  p r ó b ę  p o w i ą z a n i a  z d o l n o ś c i  f e r m e n t a 

c y j n y c h  b a d a n y c h  f e n o l i  i  p o k r e w n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y o z n y o h  z  

i c h  b u d o w ą  c h e m i c z n ą .

O m ó w i e n i e  w y n i k ó w

P r z e p r o w a d z o n o  b a d a n i a  n a d  f e r m e n t a c j ą  m e t a n o w ą  f e n o l i  j e d n o 

w o d o r o t l e n o w y c h  i  p o l i f e n o l i  o r a z  k i l k u  k w a s ó w  a r o m a t y c z n y c h  

o  c h a r a k t e r z e  f e n o l i .  Z w i ą z k i  f e n o l o w e  s ł u ż y ł y  w  t y c h  b a d a 

n i a c h  j a k o  j e d y n y  s u b s t r a t  o r g a n i c z n y  d l a  m i e s z a n y o h  p o p u l a 

c j i  d r o b n o u s t r o j ó w  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .

S t w i e r d z o n o ,  ż e  w  t y m  p r o c e s i e  f e r m e n t a c y j n y m  b e z t l e n o w e j  

d e g r a d a o j i  ł a t w o  u l e g a  f e n o l ,  p - k r e z o l ,  r e z o r c y n a ,  p i r o g a l -  

l o l ,  f l o r o g l u c y n a  o r a z  p o k r e w n e  z w i ą z k i  a r o m a t y o z n e :  k w a s  b e n  

z o e s o w y ,  k w a s  o - h y d r o k s y b e n z o e s o w y  ( s a l i c y l o w y ) , k w a s  m - h y -  

d r o k s y b e n z o e s o w y  i  k w a s  p - h y d r o k s y b e n z o e s o w y .

Z  p r z e p r o w a d z o n y c h  b a d a ń  w y n i k a ,  ż e  n i e k t ó r e  f e n o l e  m o g ą  

b y ó  s u b s t r a t e m  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j ,  p o d o b n i e  j a k  i n n e  z w i ą z 

k i  o r g a n i c z n e  w y s t ę p u j ą c e  w  p r z y r o d z i e .  J e d n a k  p r o c e s  f e r m e n 
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t a c y j n y  m u s i  p o d d a ć  s i ę  a d a p t a c j i  d o  w y k o r z y s t y w a n i a  t y c h  " e g 

z o t y c z n y c h "  s u b s t r a t ó w .  B a d a n i a  t e  w  s p o s ó b  d o ś w i a d c z a l n y  r o z 

s z e r z a j ą  p r z y p u s z c z e n i a  T A R V I N a  i  B U S W E L L a  [ . 1 4 ]  o  m o ż l i w o ś c i  

f e r m e n t a c y j n e g o  r o z k ł a d u  f e n o l u .  U z u p e ł n i a j ą  r ó w n i e ż  p o p r z e d 

n i e  p r a o e  C H M I E L O W S K I e g o ,  G R O S S M A N a  i  W Ę G R Z Y N O W S K I e j  [ 1 ]  o r a z  

C H M I E L O W S K I e g o  i  G R O S S M A N a  ( 2 ] ,  w  k t ó r y c h  o p r a c o w a n o  s p o s ó b  

a d a p t a c j i  ś r o d o w i s k a  b e z t l e n o w e g o  d o  f e r m e n t a c j i  f e n o l u .

W  b a d a n i u  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  f e n o l u  ( r y s u n e k  1 )  p r o c e s  

p r z y s t o s o w a ł  s i ę  d o  p r z y s w a j a n i a  t e g o  s u b s t r a t u  p o  o k o ł o  2 0  

d n l a o h  a d a p t a c j i .  W  t y m  c z a s i e  w p r o w a d z a n o  s u m a r y c z n ą  i l o ś ó  

f e n o l u  r z ę d u  1 6 0 0  m g .  P r a w d o p o d o b n i e  w  t y m  o k r e s i e  w  p o p u l a c j i  

m i e s z a n e j  t w o r z y ł  s i ę  z e s p ó ł  b a k t e r i i  s a p r o f i t y c z n y c h  z d o l n y c h  

d o  m e t a b o l i z o w a n i a  s t r u k t u r y  a r o m a t y c z n e j  f e n o l u .  W  w a r u n k a o h  

w y t w o r z o n e j  a d a p t a c j i  o b s e r w o w a n o  m a k s y m a l n y  p r z y r o s t  g a z u  

f e r m e n t a c y j n e g o  w  d r u g i m  d n i u  o d  c h w i l i  z a s i l e n i a ,  p o  o z y m  g a 

z o w a n i e  s p a d a ł o  d o  w a r t o ś c i  k o n t r o l n y c h .  Z j a w i s k o  t a k i e  ś w i a d 

c z y ł o  o  c a ł k o w i t y m  r o z k ł a d z i e  w p r o w a d z a n y c h  p o r c j i  f e n o l u .  T o 

w a r z y s z y ł o  o n o  w p r o w a d z e n i u  w z r a s t a j ą c y c h  d a w e k  f e n o l u  d o  s t ę 

ż e n i a  r z ę d u  1 5 0 0  m g / l ,  k t ó r e  o s i ą g n i ę t o  o k o ł o  6 0  d n i a  d o ś w i a d 

c z e n i a .  W y d a j e  s i ę  j e d n a k ,  ż e  n i e  b y ł a  t o  j e s z c z e  n a j w y ż s z a  

z d o l n o ś ć  f e r m e n t a o y j n a  u k ł a d u }  j e d n a k  d a l s z e  d o z o w a n i e  s u b 

s t r a t u  z o s t a ł o  p r z e r w a n e  z e  w z g l ę d u  n a  p r o g r a m  b a d a ń .

W ś r ó d  l o t n y c h  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  i n t e s y w n e m u  r o z 

k ł a d o w i  u l e g a ł  r ó w n i e ż  p - k r e z o l  ( r y s u n e k  2 ) .  F e r m e n t a c j ę  t ę  a -  

d a p t o w a n o  a n a l o g i c z n i e  j a k  w  p r z y p a d k u  f e n o l u .  U k ł a d  p r z y s t o 

s o w y w a ł  s i ę  d o  d e g r a d a o j i  p - k r e z o l u  j u ż  p o  1 2  d n i a o h  d o ś w i a d 

c z e n i a ,  p o  w p r o w a d z e n i u  4 0 0  m g  t e g o  s u b s t r a t u .  D o z o w a n i e  p -  

k r e z o l u  p r o w a d z o n o  d o  s t ę ż e n i a  r z ę d u  1 7 0 0  m g / l .  W p r o w a d z o n a  

d a w k a  t e g o  z w i ą z k u  u l e g a ł a  p r z e f e r m e n t o w a n l u  w  c i ą g u  t r z e c h  

d n i .  N i e  o b s e r w o w a n o  g r o m a d z e n i a  s i ę  p - k r e z o l u  w  ś r o d o w i s k u .  

Ś w i a d c z y ł o  t o  o  ł a t w y m  p r z y s t o s o w a n i u  s i ę  ś r o d o w i s k a  d o  r o z 

k ł a d u  t e g o  z w i ą z k u .

P r z e b i e g  w y t w a r z a n i a  g a z u  w  a d a p t o w a n e j  f e r m e n t a c j i  m e t a 

n o w e j  r e z o r c y n y  ( r y s u n e k  3 )  w s k a z u j e  n a  ł a t w e  p r z y s t o s o w a n i e  

s i ę  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o  d o  d e g r a d a o j i  t e g o  d w u f e n o l u .  

A d a p t a c j a  w y s t ę p o w a ł a  o k o ł o  1 2  d n i a  d o ś w i a d c z e n i a  p o  w p r o w a 

d z e n i u  1 5 0 0  m g  r e z o r c y n y .  S t w i e r d z o n o ,  ż e  c z a s  p o t r z e b n y  n a  

r o z k ł a d  p o r c j i  t e g o  z w i ą z k u  w i ę k s z e j  o d  1 2 0 0  m g / l  p r z e k r a c z a ł  

t r z y  d n i .  R o z k ł a d  d a w e k  r z ę d u  1 6 0 0  m g / l  r e z o r o y n y  w y m a g a ł  o k o 

ł o  c z t e r e c h  d n i  f e r m e n t a c j i .

S p o ś r ó d  f e n o l i  t r ó ¿ w o d o r o t l e n o w y o h  b a d a n o  f e r m e n t a c j ę  d w u  

d o s t ę p n y c h  z w i ą z k ó w :  p i r o g a l l o l u  1  f l o r o g l u c y n y .  S t w i e r d z o n o ,  

ż e  o b a  t e  f e n o l e  m o g ą  s ł u ż y ć  j a k o  s u b s t r a t  d l a  d r o b n o u s t r o j ó w  

f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .  F e r m e n t a c j a  t a  a d a p t o w a ł a  s i ę  d o  b e z 

t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  p i r o g a l l o l u  ( r y s u n e k  4 ;  j u ż  p o  6  v d n l a o h  

p r o c e s u .  W  t y m  o k r e s i e  w p r o w a d z o n o  3 0 0  m g  t e g o  z w i ą z k u . A d a p t a -  

c j ę  d o p r o w a d z o n o  d o  s t ę ż e n i a  1 7 0 0  m g / l  p i r o g a l l o l u ,  p r z y  o z y m  

n i e  o s i ą g n i ę t o  j e s z c z e  m a k s y m a l n e j  z d o l n o ś c i  a d a p t a c y j n e j  u -  

k ł a d u .  W p r o w a d z o n e  d a i d c i  p i r o g a l l o l u  u l e g a ł y  z g a z o w a n i u  w  c i ą 

g u  d w ó o h  d o  t r z e c h  d n i .  P o t w i e r d z a  t o  p r z y p u s z c z e n i e ,  ż e  r ó w 

n i e ż  w y ż s z e  s t ę ż e n i a  p i r o g a l l o l u  m o g ł y b y  p o d l e g a ć  r o z k ł a d o w i  

b e z t l e n o w e m u .
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F e r m e n t a o j a  m e t a n o w a  a d a p t o w a ł a  s i ę  d o  d e g r a d a c j i  f l o r o g l u  

o y n y  ( r y s u n e k  5 )  r ó w n i e  s z y b k o  j a k  d o  d e g r a d a c j i  p l r o g a l l o l u ,  

p o  w p r o w a d a e n i u  3 0 0  m g  s u b s t r a t u .  V  c z a s i e  b a d a ń  n a d  a d a p t a o j ą  

f l o r o g l u c y n y  s t w i e r d z o n o ,  ż e  w p r o w a d z e n i e  d a w e k  w i ę k s z y c h  o d  

9 0 0  m g / l  p o w o d o w a ł o  s t o p n i o w e  z m n i e j s z a n i e  s i ę  i l o ś c i  w y t w a 

r z a n e g o  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o .  W s k a z u j e  t o  h a  c z ę ś c i o w e  h a m o w a 

n i e  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j ,  k t ó r e  z w y k l e  u j a w n i a  s i ę  w  p r z y p a d 

k u  p r z e c i ą ż e n i a  k o m o r y  s u b s t r a t e m  f e r m e n t a c y j n y m  [ 9 ] .

W  c e l u  b a r d z i e j  w s z e c h s t r o n n e g o  p o z n a n i a  z j a w i s k a  b e z t l e n o 

w e g o  r o z k ł a d u  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y c h  w  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  

p o d d a w a n o  b a d a n i u  r ó w n i e ż  n i e k t ó r e  a r o m a t y c z n e  k w a s y  k a r b o 

k s y l o w e :  k w a s  b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  6 )  i  j e g o  h y d r o k s y l o w e  p o 

c h o d n e :  k w a s  o - h y d r o k s y b e n z o e s o w y  ( k w a s  s a l i c y l o w y  -  r y s u n e k  

7 ) ,  k w a s  m - h y d r o k s y b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  8 )  o r a z  k w a s  p - h y d r o -  

k s y b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  9 ) .  S t w i e r d z o n o  ł a t w ą  a d a p t a c j ę  ś r o d o 

w i s k a  d o  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  t y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y o z n y c h .

K w a s  b e n z o e s o w y  ( r y s u n e k  6 )  i  k w a s  s a l i c y l o w y  ( r y s u n e k  7 )  

w y w o ł y w a ł  p r z y s t o s o w a n i e  s i ę  f e r m e n t a c j i  d o  z g a z o w a n l a  t y o h  

s u b s t r a t ó w  j u ż  p o  o k o ł o  1 0  d n i a o h .  W  o b u  p r z y p a d k a c h  o b s e r w o 

w a n o  z j a w i s k o  p r z e c i ą ż e n i a  s u b s t r a t o w e g o ,  k t ó r e  u j a w n i a ł o  s i ę  

p o  w p r o w a d z e n i u  d a w k i  r z ę d u  1 3 0 0  m g / l .  W s k u t e k  t e g o  p r z e c i ą ż e 

n i a  d o z o w a n i e  s u b s t r a t ó w  w  i l o ś c i  1 7 0 0  m g / l  w y w o ł y w a ł o  j u ż  n i k 

ł ą  m e t a n o g e n e z ę .

N i e c o  o d m i e n n i e  p r z e b i e g a ł a  a d a p t a c j a  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a 

c y j n e g o  d o  d e g r a d a c j i  k w a s u  m - h y d r o k s y b e n z o e s o w e g o  ( r y s u n e k  8 )  

i  k w a s u  p - h y d r o k s y b e n z o e s o w e g o  I r y s u n e k  9 ) •  T e  p r o c e s y  a d a p t a 

c y j n e  p r z e b i e g a ł y  w o l n i e j ,  p o d o b n i e  j a k  a d a p t a c j a  d o  r o z k ł a d u  

f e n o l u .  U k ł a d y  p r z y s t o s o w y w a ł y  s i ę  d o  w y k o r z y s t y w a n i a  t y o h  s u b 

s t r a t ó w  f e r m e n t a c y j n y c h  p o  d w ó c h  t y g o d n i a c h  p r o c e s u .  W  t y m  o -  

k r e s i e  u k ł a d y  t e  o b c i ą ż a n o  o k o ł o  1 8 0 0  m g  s u b s t r a t u .  P o c z ą t k o w o  

o b a  ś r o d o w i s k a  n i e  p r z e f e r m e n t o w y w a ł y  c a ł y c h  w p r o w a d ź o n y c h  p o r 

c j i  k w a s ó w  h y d r o k s y b e n z o e s o w y c h .  D o p i e r o  p o  z a s t o s o w a n i u  o k o 

ł o  d w u t y g o d n i o w e j  p r z e r w y  w  d o z o w a n i u  s u b s t r a t ó w  i  p o  z g a z o w a -  

n l u  z m a g a z y n o w a n e g o  s u b s t r a t u ,  d a l s z e  d o z o w a n i e  k w a s ó w  u m o ż l i 

w i ł o  a d a p t a c j ę  d o  r o z k ł a d u  p o r o j i  t y c h  s u b s t r a t ó w  r z ę d u  1 0 0 0  

m g / l .

R ó ż n i c e  w  s z y b k o ś c i  p r z y s t o s o w y w a n i a  s i ę  f e r m e n t a c j i  m e t a 

n o w e j  d o  r o z k ł a d u  p o s z c z e g ó l n y c h  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  s ą  p r a w 

d o p o d o b n i e  z w i ą z a n e  z  b u d o w ą  c h e m i c z n ą  t y o h  s u b s t r a t ó w .  M o g ą  

r ó w n i e ż  w s k a z y w a ó  n a  r ó ż n ą  s z y b k o ś ó  w z r o s t u  w z b o g a o o n e j  k u l t u 

r y  b a k t e r i i  s a p r o f i t y c z n y c h  p o d  w y b i ó r c z y m  w p ł y w e m  o k r e ś l o n e g o  

z w i ą z k u  f e n o l o w e g o .  M o ż n a  s p o d z i e w a ć  s i ę ,  ż e  p r o c e s  p r z y s t o s o 

w a n i a  s i ę  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  d e g r a d a c j i  f e n o l i  p o l e g a  n a  

u t w o r z e n i u  s p e c y f i c z n e j  p o p u l a c j i  m i e s z a n e j  * d r o b n o u s t r o j ó w .  

P o d  w p ł y w e m  w z r a s t a j ą c y o h  s t ę ż e ń  p o s z c z e g ó l n y c h  d o z o w a n y c h  f e 

n o l i  t w o r z y  s i ę  w z b o g a o o n a  k u l t u r a  b a k t e r i i  s a p r o f i t y c z n y c h ,  

k t ó r e  a d a p t a c y j n i e  n a b y ł y  z d o l n o ś c i  r o z s z c z e p i e n i a  p i e r ś c i e n i a  

a r o m a t y c z n e g o .  N a r a s t a  r ó w n i e ż  p o p u l a c j a  b a k t e r i i  m e t a n o w y c h  

o d p o r o w y c h  n a  w y s o k i e  s t ę ż e n i e  f e n o l i .  S u b s t r a t e m  m e t a n o g e n e z y  

s ą  w y ł ą c z n i e  n i ż s z e  k w a s y  o r g a n i c z n e ,  k t ó r e  t w o r z ą  s i ę  j a k o  p o 

ś r e d n i e  p r o d u k t y  r o z k ł a d u  p i e r ś c i e n i a  a r o m a t y o z n e g o  z w i ą z k ó w  

f e n o l o w y c h .
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I n t e r e s u j ą c e  b y ł o  r ó w n i e ż  s t w i e r d z e n i e ,  ż e  f e r m e n t a c j a  m e 

t a n o w a  j e d n e j  g r u p y  f e n o l i  n i e  o s i ą g a ł a  m a k s y m a l n e j  z d o l n o ś c i  

a d a p t a c y j n e j  n a w e t  p o d  w p ł y w e m  d a w e k  r z ę d u  1 7 0 0  m g / l  ( f e n o l ,  

p - k r e z o l ,  p i r o g a l l o l ) .  D l a  i n n y c h  f e n o l i  i  z w i ą z k ó w  p o k r e w n y c h  

j u ż  p o w y ż e j  s t ę ż e ń  0 0 0  d o  1 2 0 0  m g / l  ( f l o r o g l u c y n a ,  k w a s  b e n z o 

e s o w y  i  s a l i c y l o w y )  m o ż n a  b y ł o  z a o b s e r w o w a ó  s u b s t r a t o w e  h a 

m o w a n i e  f e r m e n t a c j i .

B e z t l e n o w y  r o z k ł a d  f e n o l i  p o d a t n y c h  n a  f e r m e n t a c j ę  m e t a n o 

w ą  p r o w a d z i ł  d o  p r z e m i a n y  w  g a z  f e r m e n t a o y j n y  ( t a b l i c a  I i )  

Z g a z o w a n i e  t o  p r z e b i e g a ł o  n a  o g ó ł  w  s p o s ó b  z g o d n y  z  w y l i c z e 

n i a m i  t e o r e t y c z n y m i  w y n i k a j ą c y m i  z e  s t e o h i o m e t r y o z n e g o  r ó w n a 

n i a  B U S W E L L a  [ 1 2 ,  1 3 ] .  D o ś w i a d c z a l n i e  s t w i e r d z o n e  i l o ś c i  t w o 

r z ą c e g o  s i ę  g a z u  b y ł y  r z ę d u  9 5 #  w a r t o ś o i  s t e c h i o m e t r y c z n y o h .  

B y ł y  o n e  n i ż s z e  o d  t e o r e t y c z n y c h ,  p o n i e w a ż  n i e  c a ł a  m a s a  s u b 

s t r a t ó w  u l e g a ł a  d y s y m i l a o y j n e j  ' p r z e m i a n i e  w  m e t a n  i  d w u t l e n e k  

w ę g l a  z  d o s t a r c z e n i e m  e n e r g i i  s w o b o d n e j  t e j  d e g r a d a c j i .  C z ę ś ó  

p r o d u k t ó w  p o ś r e d n i c h  z  r o z k ł a d u  s u b s t r a t ó w  s ł u ż y ł a  J a k o  m a 

t e r i a ł  b u d u l c o w y  d l a  n o w y c h  k o m ó r e k  m i e s z a n y o h  p o p u l a c j i  m i 

k r o o r g a n i z m ó w .  O b s e r w o w a n o  t e ż  n i e k i e d y ,  ż e  d o b o w a  l l o ś ó  t w o 

r z ą c e g o  s i ę  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o  z n a c z n i e  o d b i e g a ł a  o d  p r z e 

w i d z i a n e j  s t e c h i o m e t r y c z n i e .  N a t o m i a s t  g l o b a l n a  o b j ę t o ś ó  w y 

t w o r z o n e g o  g a z u  w  o a ł y m  p r o c e s i e  f e r m e n t a c y j n y m  b y ł a  b l i s k a  

o b l i c z o n e j  z  r ó w n a n i a  B U S W E L L a  d l a  d a w k i  s u m a r y c z n e j . T e  o d c h y 

l e n i a  d o b o w e  b y ł y  z w i ą z a n e  z  h a m o w a n i e m  f e r m e n t a c j i  w  n i e k t ó r y c h  

k o m o r a c h  d o ś w i a d c z a l n y c h .  U j a w n i a ł o  s i ę  o n o  w  p o c z ą t k o w y m  o k r e 

s i e  p r z y s t o s o w y w a n i a  w s k u t e k  n i e d o s t a t e c z n e j  a d a p t a c j i  i  p r z e 

c i ą ż e n i a  s u b s t r a t o w e g o  n i e l i c z n e j  j e s z c z e ,  c z y n n e j  p o p u l a c j i  

b a k t e r y j n e j .  W  d a l s z e j  f e r m e n t a o j i  a d a p t o w a n e j  d o z o w a n e  f e n o l e  

z m a g a z y n o w a n e  w  k o m o r z e  z o s t a ł y  p r z e m i e n i o n e  w  g a z .

W  c z a s i e  p r z e p r o w a d z o n y c h  b a d a ń  s t w i e r d z o n o  z a s k a k u j ą c ą  o d 

p o r n o ś ć  n i e k t ó r y c h  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  n a  d z i a ł a n i e  ś r o d o w i s k a  

f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .  W ś r ó d  l o t n y c h  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o 

w y c h  n i e  f e r m e n t o w a ł  o - k r e z o l ,  m - k r e z o l  o r a z  w s z y s t k i e  b a d a n e  

k s y l e n o l e :  1 . 2 . 4 - k s y l e n o l ,  1 . 3 . 5 - k s y l e n o l  i  1 . 4 . 5 - k s y l e n o l . 

W  g r u p i e  f e n o l i  w i e l o w o d o r o t l e n o w y c h  b e z t l e n o w e m u  r o z k ł a d o w i  

n i e  u l e g a ł a  p i r o k a t e c h i n a  i  h y d r o c h i n o n .  R ó w n i e ż  c c -  i  ^ - n a f 

t o l  n i e  p o d l e g a ł y  f e r m e n t a c j i .

S z c z e g ó l n i e  n i e s p o d z i e w a n y  b y ł  b r a k  z d o l n o ś c i  a d a p t a c y j n e 

g o  f e r m e n t o w a n i a  p i r o k a t e c h i n y  ( r y s u n e k  1 0 ) ,  k t ó r a  u l e g a ł a  

ł a t w e m u  r o z k ł a d o w i  p r z e z  d r o b n o u s t r o j e  w  w a r u n k a c h  t l e n o w y c h .  

J e s t  o n a  r ó w n i e ż  p o w s z e c h n y m  p r o d u k t e m  p o ś r e d n i m  w  t l e n o w e j  

d e g r a d a c j i  w i e l u  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  [ 6 ,  7 ] .

W p ł y w  f e n o l i  n i e  f e r m e n t u j ą c y c h  n a  f e r m e n t a c j ę  m e t a n o w ą  p r z e 

b i e g a ł  a n a l o g i c z n i e  j - a k  w  p r z y p a d k u  p i r o k a t e c h i n y  ( r y s u n e k  1 0 ) .  

W  p o c z ą t k o w y m  s t a d i u m  a d a p t a c j i  k r z y w a  w y t w a r z a n i a  g a z u  p r z e 

b i e g a ł a  z g o d n i e  z  f e r m e n t a c j ą  k o n t r o l n ą .  Z w y k l e  p o  w p r o w a d z e 

n i u  d a w k i  5 0 0  m g / l  w y t w a r z a n i e  g a z u  w  k o m o r a c h  d o ś w i a d c z a l n y c h  

s p a d a ł o  p o n i ż e j  w a r t o ś c i  k o n t r o l n y c h .  T a k i e  h a m u j ą c e  d z i a ł a n i e  

n a  f e r m e n t a c j ę  s z c z ą t k o w ą  w y r a ź n i e  w y k a z y w a ł  m - k r e z o l , k s y l e n o 

l e , -  h y d r o c h i n o n  i  o c  - n a f t o l .  W p ł y w  t e n  m o ż n a  b y  w i ą z a ć  z  d z i a 

ł a n i e m  t o k s y c z n y m  t y c h  z w i ą z k ó w .
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B a d a n i a  n a d  p r z y s t o s o w a n i e m  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  r o z 

k ł a d u  f e n o l i  1  z w i ą z k ó w  p o k r e w n y c h  p o d l e g a ł y  k o n t r o l i  a n a l i 

t y c z n e j *  P o l e g a ł y  o ń e  g ł ó w n i e  n a  o z n a c z a n i u  w a r t o ś o i  f e n o l i  o -  

g ó l n y c h  1  l o t n y o h  w  p o s z c z e g ó l n y c h  k o m o r a c h  d o ś w i a d c z a l n y c h  o -  

r a z  n a  w y k o n y w a n i u  o z n a c z e ń  z w y k l e  s t o s o w a n y c h  d l a  c h a r a k t e r y 

s t y k i  p r z e b i e g u  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j .  O z n a c z e n i a  t e  ( t a b l i c a  

i )  w y k o n a n e  n a  z a k o ń c z e n i e  b a d a ń  p o d a j ą  w y r a ź n y  o b r a z  z m i a n ,  

j a k i e  z a o h o d z i ł y  w  a d a p t o w a n y m  i  n i e p r z y s t o s o w a n y m  ś r o d o w i s k u  

f e r m e n t a c y j n y ®  w  p o r ó w n a n i u  z  f e r m e n t a c j ą  k o n t r o l n ą .

W  u k ł a d a o h  a d a p t o w a n y c h  d o  r o z k ł a d u  f e n o l u  ( K o m o r a  1 1 2 )  

o r a z  p - k r e z o l u  ( K o m o r a  7 1 8 )  i l o ś o i  f e n o l i  o g ó l n y o h  1  l o t n y o h  

b y ł y  r e s z t k o w e  w s k u t e k  c a ł k o w i t e j  p r z e m i a n y  t y o h  s u b s t r a t ó w  w  

g a z  f e r m e n t a c y j n y .  A n a l i z a  k o ń o o w a  ś r o d o w i s k  n l e z a a d a p t o w a n y o h  

d o  d e g r a d a c j i  i n n y c h  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  w y k a z y w a ł a  o -  

b e c n o ś ó  f e n o l i  o g ó l n y c h  i  l o t n y c h  w  i l o ś c i a c h  w s p ó ł m l e m y o h  

g l o b a l n y m  p o r o j o m  s u b s t r a t ó w  w p r o w a d z o n y c h  d o  p o s z c z e g ó l n y c h  

k o m ó r *  D o w o d z i  t o  c a ł k o w i t e g o ,  z a h a m o w a n i a  l u b  u s z k o d z e n i a  f e r -  

m e n t a o j i  w  ś r o d o w i s k a c h  o b c i ą ż o n y c h  p r z e z  o - k r e z o l  ( K o m o r a  3  i

4 ) ,  m - k r e z o l  ( K o m o r a  5  i  6 )  i  r ó ż n e  i z o m e r y  k s y l e n o l l  ( K o m o r a  

9 i  1 0 ,  1 1 ,  1 2 ) .  F e n o l e  t e  z o s t a w a ł y  c a ł k o w i c i e  z m a g a z y n o w a n e  w  

k o m o r a c h  f e r m e n t a c y j n y c h .

A n a l i z a  k o ń c o w a  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c y j n e g o  p r z y s t o s o w a n e g o  

g o  d e g r a d a c j i  f e n o l i  d w u w o d o r o t l e n o w y o h  w y k a z a ł a ,  ż e  i l o ś o i  

f e n o l i  o g ó l n y c h ,  o z n a c z a n y o h  b r o m o m e t r y c z n l e ,  b y ł y  ś l a d o w e  w  

k o m o r a c h  a d a p t o w a n y o h  d o  r e z o r c y n y  ( K o m o r a  1 5  i  1 6 ) . Ś r o d o w i s k o  

o b c i ą ż o n e  p r z e z  p i r o k a t e c h i n ę  ( K o m o r a  1 3  i  1 4 )  l u b  p r z e z  h y 

d r o c h i n o n  i K o m o r a  1 7  i  1 8 )  w y k a z y w a ł o  o b e o n o ś ó  f e n o l i  o g ó l n y o h  

w  i l o ś c i a c h  w s p ó ł m i e r n y c h  g l o b a l n y m  p o r o j o m  w p r o w a d z o n y c h  s u b 

s t r a t ó w .  Z w i ą z k i  t e  s k u m u l o w a ł y  s i ę  w  ś r o d o w i s k u ,  n i e  p o d l e 

g a ł y  d e g r a d a c j i  i  z g a z o w a n l u .

F e r m e n t a c j a  m e t a n o w a  ł a t w o  p r z y s t o s o w y w a ł a  s i ę  d o  b e z t l e n o 

w e g o  r o z k ł a d u  f e n o l i  t r ó i w o d o r o t l e n o w y o h :  p l r o g a l l o l u  ( K o m o r a  

1 9  1  2 0 )  1  f l o r o g l u o y n y  ( K o m o r a  2 1  i  2 2 ) .  P o t w i e r d z a ł y  t o  s p o 

s t r z e ż e n i e  o z n a c z e n i a  a n a l i t y c z n e ,  k t ó r e  w y k a z y w a ł y  r e s z t k o w e  

i l o ś c i  f e n o l i  o g ó l n y c h  w  ś r o d o w i s k a c h  o b c i ą ż o n y c h  p r z e z  t e  s u b * -  

s t r a t y .

O b a  i z o m e r y  n a f t o l i  o k a z a ł y  s i ę  o d p o r n e  n a  d z i a ł a n i e  f e r 

m e n t a c j i  m e t a n o w e j  i  w y k a z y w a ł y  w ł a s n o ś c i  t o k s y c z n e  w y r a ź n i e  

u j a w n i a j ą c e  s i ę  u  ę c - n a f t o l u .  D o z o w a n e  n a f t o l e  g r o m a d z i ł y  s i ę  

w  ś r o d o w i s k u  f e r m e n t a o y j n y m  ( K o m o r a  2 3  i  2 4 ) ,  w  k t ó r y m  u j a w 

n i o n o  j e  w  i l o ś c i a c h  o d p o w i a d a j ą c y c h  d o z o w a n i u .

Ś r o d o w i s k o  f e r m e n t a c y j n e  p r z y s t o s o w a n e  d o  b e z t l e n o w e g o  r o z -  

k ł a d u  k w a s u  b e n z o e s o w e g o  ( K o m o r a  2 5  i  2 6 )  i  j e g o  h y d r o k s y l o 

w y c h  p o c h o d n y c h  o  c h a r a k t e r z e  f e n o l i  ( K o m o r a  2 7 ,  2 8 ,  2 9 ,  3 0 ,

3 1 ,  3 2 )  w y k a z y w a ł o  o b e c n o ś ć  t y o h  s u b s t r a t ó w .  U l e g ł y  o n e  m e t a -  

n o g e n e z l e  w  a d a p t o w a n y m  p r o c e s i e  f e r m e n t a c y j n y m .

Z  p u n k t u  w i d z e n i a  b i o c h e m i i  m o l e k u l a r n e j  w y j a ś n i e n i e  b e z 

t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  f e n o l i  w  p r o c e s i e  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  w y 

m a g a  o k r e ś l e n i a  w p ł y w u  p o d s t a w n i k ó w  i  b u d o w y  c h e m i c z n e j  n a  

p r z y d a t n o ś ć  f e r m e n t a c y j n ą .  P r ó b ę  p o d j ę t ą  w  t y m  k i e r u n k u  i l u 
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s t r u j e  r y s u n e k  1 1 .  N a l e ż y  J e d n a k  s t w i e r d z i ć ,  ż e  w y n i k i  b a d a ń  

n a d  z d o l n o ś c i ą  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  f e n o l i  1  z w i ą z k ó w  p o k r e w 

n y c h  n i e  p o z w a l a j ą  j e s z c z e  n a  w y p r o w a d z e n i e  o g ó l n e j  t e z y , k t ó r a  

w y j a ś n i ł a b y  z a l e ż n o ś ć  z d o l n o ś c i  f e r m e n t a c y j n e j  o d  c h e m i c z n e j  

b u d o w y  t y c h  z w i ą z k ó w .  Z a g a d n i e n i e  t o  w y m a g a  b a r d z i e j  w i e l o 

s t r o n n y c h  b a d a ń  d l a  k t ó r y c h  n i n i e j s z a  p r a o a  m o ż e  s t a n o w i ć  p u n k t  

w y j ś o i o w y .

R ó w n i e ż  m e c h a n i z m  b e z t l e n o w e g o  m e t a b o l i z m u  f e n o l i  i  z w i ą z 

k ó w  p o k r e w n y c h  p r z e z  d r o b n o u s t r o j e  n i e  J e s t  d o t y o h o z a s  w y j a ś 

n i o n y .  Z  p r z e p r o w a d z o n y c h  d o ś w i a d c z e ń  w y n i k a ,  ż e  j e s t  t o  j e d 

n a k  m e c h a n i z m  z u p e ł n i e  r ó ż n y  o d  t l e n o w y c h  s z l a k ó w  p r z e m i a n  

z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y c h  £ 6 ,  7 ]  .  P r z e p r o w a d z o n o  b a d a n i a  n a d  

z d o l n o ś o i ą  a d a p t a c y j n ą  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  r o z k ł a d u  f e n o 

l u  ( r y s u n e k  1 )  i  p i r o k a t e c h i n y  ( r y s u n e k  1 0 ) .  B e z t l e n o w y  r o z 

k ł a d  f e n o l u ,  J a k  w s p o m n i a n o ,  n a s t ę p o w a ł  ł a t w o ,  n a t o m i a s t  p i r o -  

k a t e o h l n a  n i e  u l e g a ł a  f e r m e n t a c j i .  G d y b y  m e c h a n i z m  b e z t l e n o w e 

g o  r o z k ł a d u  f e n o l u  b y ł  p o d o b n y  d o  m e c h a n i z m u  t l e n o w e j  d e g r a d a 

c j i  t e g o  z w i ą z k u  f e r m e n t a c j a  m e t a n o w a  p o w i n n a  a d a p t o w a ć  s i ę  

z a r ó w n o  d o  d e g r a d a c j i  f e n o l u  j a k  i  p i r o k a t e c h i n y .  C o  w i ę c e j ,  

ś r o d o w i s k o  r o z k ł a d a j ą c e  f e n o l  p o w i n n o  n a  p o d s t a w i e  z j a w i s k a  

j e d n o c z e s n e j  a d a p t a c j i  b y ó  p r z y s t o s o w a n e  d o  d e g r a d a c j i  p i r o k a 

t e c h i n y .  J e s t  t o  p o ś r e d n i  p r o d u k t  b i o l o g i c z n e g o  u t l e n i a n i a  f e 

n o l u .  P i r o k a t e o h i n a  J e s t  w a ż n y m  m e t a b o l i t e m  t l e n o w e j  p r z e m i a n y  

z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y  o h  £ 6 ,  7 3  .  N i e  u d a ł o  s i ę  j e d n a k  w y w o ł a ć  

f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  t e g o  z w i ą z k u  w  p r o c e s i e  a d a p t a c j i  ( r y 

s u n e k  1 0 ) ,  z a ś  ś r o d o w i s k o  a d a p t o w a n e  d o  f e n o l u  n i e  w y k a z y w a ł o  

j e d n o c z e s n e j  a d a p t a c j i  d o  r o z k ł a d u  p i r o k a t e c h i n y .  D o w o d z i  t o ,  

ż e  s z l a k i  p r z e m i a n  f e n o l u  i  z w i ą z k ó w  p o k r e w n y c h  p r z e b i e g a j ą  o d +  

m i e n n l o  n i ż  w  w a r u n k a o h  t l e n o w e g o  m e t a b o l i z m u  d r o b n o u s t r o j o 

w e g o .  O b s e r w a c j e  t e  p o t w i e r d z a j ą  w y n i k i  b a d a ń  C L A H K a  i  F I N A  

[ 4 j .  W  p r z e p r o w a d z a n y c h  p r z e z  n i c h  d o ś w i a d c z e n i a c h  n a d  b e z t l e 

n o w ą  d e g r a d a c j ą  k w a s u  b e n z o e s o w e g o  w  a d a p t o w a n e j  f e r m e n t a c j i  

m e t a n o w e j  r ó w n i e ż  n i e  s t w i e r d z o n o  j e d n o c z e s n e j  a d a p t a o j i  d o  

p i r o k a t e c h i n y .

W y n i k i  p r z e p r o w a d z o n y c h  b a d a ń  p o z w a l a j ą  p r z y p u s z c z a ć ,  ż e  

a d a p t o w a n a  f e r m e n t a c j a  m e t a n o w a  m o g ł a b y  s ł u ż y ć  J a k o  m e t o d a  b i o 

c h e m i c z n e g o  o c z y s z c z a n i a  w ó d  f e n o l o w y c h .  J e d n a k  n a l e ż a ł o b y  

p r z e p r o w a d z i ć  b a d a n i a ,  w  k t ó r y c h  c z y s t e  z w i ą z k i  f e n o l o w e  b y ł y 

b y  z a s t ą p i o n e  p r z e z  w o d y  f e n o l o w e  z a w i e r a j ą c e  f e n o l • 1  J e g o

h o m o l o g i .  N a l e ż y  j e d n a k  s p o d z i e w a ć  s i ę ,  ż e  f e r m e n t a c j ę  m e t a n o 

w ą  t y c h  w ó d  r ó ż n e g o  p o c h o d z e n i a  m o g ą  h a m o w a ć  i n n e ,  n i e f e n o l o -  

w e  z w i ą z k i  t o k s y c z n e ,  k t ó r e  t o w a r z y s z ą  f e n o l o m  w  w o d a c h  p o p r o 

d u k c y j n y c h .
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S t r e s z c z e n i e

B a d a n o  m o ż l i w o ś ć  p r z y s t o s o w a n i a  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  d o  b e z 

t l e n o w e j  d e g r a d a c j i  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h ,  p o l l f e n o l i ,  

n a f t o l i  1  p o k r e w n y c h  z w i ą z k ó w  a r o m a t y c z n y c h  j a k o  p o d s t a w o w y c h  

s u b s t r a t ó w  f e r m e n t a c y j n y c h .  W y n i k i  b a d a ń  p o t w i e r d z a j ą  p r z e 

w i d y w a n i a  w y n i k a j ą c e  z  p r a c  p o p r z e d n i c h ,  ż e  f e r m e n t a c j ę  m e t a 

n o w ą  m o ż n a  p r z y s t o s o w a ć  d o  r o z k ł a d u  r ó ż n y c h  f e n o l i  p r z e z  z a 

b i e g i  a d a p t a c y j n a .  S t w i e r d z o n o ,  ż e  l i c z n e  z w i ą z k i  f e n o l o w e  u -  

l e g a j ą  b e z t l e n o w e m u  r o z k ł a d o w i  w  p r o c e s i e  a d a p t o w a n e j  f e r m e n 

t a c j i  m e t a n o w e j .

W  g r u p i e  l o t n y o h  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  c a ł k o w i t e j  

p r z e m i a n i e  w  g a z  f e r m e n t a o y j n y  u l e g a ł  f e n o l  1  p - k r e z o l .  S p o 

m i ę d z y  t r z e c h  i z o m e r ó w  f e n o l i  d w u w o  d o  r o  t l e n  o w y c h  f e r m e n t a o j l  

p o d l e g a ł a  j e d y n i e  r e z o r o y n a .  F e r m e n t o w a ł y  o b a  b a d a n e  i z o m e r y  

f e n o l i  t r ó 4 w o d o r o t l e n o w y o h :  p l r o g a l l o l  1  f l o r o g l u o y n a .  B e z t l e 

n o w e m u  r o z k ł a d o w i  u l e g a ł  r ó w n i e ż  k w a s  b e n z o e s o w y  o r a z  w s z y s t 

k i e  I z o m e r y  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  k w a s ó w  b e n z o e s o w y c h ;  k w a s  

o r t o - h y d r o k s y b e n z o e s o w y  ( s a l i c y l o w y ) ,  k w a s  m e t a -  1  p a r a - h y d r o -  

k s y b e n z o e s o w y •  W y t w a r z a n i e  g a z u  f e r m e n t a o y j n e g o  z  t y o h  s u b 

s t r a t ó w  b y ł o  b l i s k i e  w a r t o ś o l o m  s t e o h l r a e t r y o z n y m  1  w y n o s i ł o  

o k o ł o  9 y f >  t e o r e t y c z n e j  I l o ś c i  g a z u .

C a ł k o w i t ą  o d p o m o ś ó  n a  d z i a ł a n i e  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a o y j n e g o  

w y k a z y w a ł  w ś r ó d  f e n o l i  j e d n o w o d o r o t l e n o w y c h  o r t o -  1  m e t a - k r e -  

z o l  o r a z  w s z y s t k i e  b a d a n e  k s y l e n o l e .  N i e  f e r m e n t o w a ł y  r ó w n i e ż  

f e n o l e  d w u w o  d o  r o  t l e n o w e :  p l r o k a t e o h l n a  1  h y d r o c h i n o n .  O k a z a ł y  

s i ę  r ó w n i e ż  n l e f e r m e n t u j ą o e  o b a  n a f t o l e .

W y n i k i  b a d a ń  n a d  z d o l n o ś o l ą  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  n i e k t ó r y c h  

f e n o l i  i  z w i ą z k ó w  p o k r e w n y c h  n i e  p o z w a l a j ą  j e s z c z e  n a  w y 

p r o w a d z e n i e  o g ó l n e j  t e z y ,  k t ó r a  b y  w y j a ś n i ł a  z a l e ż n o ś ć  

z d o l n o ś c i  f e r m e n t a c y j n e j  z w i ą z k ó w  o d  i c h  b u d o w y  o h e m i o z -  

n e j  o r a z  r o l i  p o d s t a w n i k ó w .  N i n i e j s z a  p r a o a  m o ż e  j e d n a k  s t a n o 

w i ć  p u n k t  w y j ś o l o w y  d l a  s z e r s z y o h  b a d a ń  w  t y m  k i e r u n k u .  O b s e r 

w a c j e  u j a w n i ł y  j e d n a k  o e o h y  o d r ó ż n i a j ą c e  m e o h a n l z m  b e z t l e n o 

w e j  d e g r a d a c j i  f e n o l i  o d  t l e n o w y o h  s z l a k ó w  m e t a b o l i c z n y o h  p r z e "  

t a l a n  t y o h  s a m y c h  z w i ą z k ó w .

P r z e p r o w a d z o n e  b a d a n i a  p o z w a l a j ą  p r z e w i d y w a ć ,  ż e  f e r m e n t a 

c j a  m e t a n o w a  m o g ł a b y  s ł u ż y ć  j a k o  m e t o d a  b l o o h e r a l o z n e g o  o c z y 

s z c z a n i a  w ó d  f e n o l o w y c h ,  p o  n a l e ż y t y m  w p r a o o w a n l u  i  a d a p t a c j i .  

N a l e ż y  j e d n a k  p r z e p r o w a d z i ć  b a d a n i a ,  w  k t ó r y c h  c z y s t e  z w i ą z k i  

f e n o l o w e  b ę d ą  z a s t ą p i o n e  p r z e z  w o d y  f e n o l o w e  z a w i e r a j ą c e  f e n o l  

i  j e g o  h o m o l o z l .  W y d a j e  s i ę  j e d n a k ,  ż e  n a  f e r m e n t a c j ę  m e t a n o 

w ą  t y o h  w ó d  r ó ż n e g o  p o o h o d z e n i a  m o g ą  d z i a ł a ć  u p o ś l e d z a j ą  c o  i n 

n e ,  n l e f e n o l o w e  z w i ą z k i  t o k s y c z n e ,  k t ó r e  t o w a r z y s z ą  f e n o l o m  w  

w o d a c h  p o p r o d u k c y j n y c h .

P o l i t e o h a l k a  Ś l ą s k a

K a t e d r a  T e o h n o l o g i i  W o d y  i  S o i e k ó w
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BHOXHMHWKOE PA3JF0IEHHE HÜK0T0PWX $EH0JK)ß B METAHOBOM EPOIEHHM

P e 8 »  m e

HccjieflOBanaci. bosmoxhoctb npiweHeHHH MeiaHOBoro dpoxeHHH jy ia  aH aapodH oä A e - 
rp aß am tH  ojHoaTOMHtoc h MHoroaTOMHHX $eHOAOB,  HafTOJioB a  hoxoxhx ap o M aT n ecK m  
coejmHeHHfl b  K aaecTB e rAEBHHX cydCTpaTOB dpoxeHHH. P63yxi>TaTH HccAeAOBaHHfl 
no STB ep x A an r n p e jm oJioxeH M , CAeAyxwie h s  npeAHAymnx p ad o T , hto  MeTaHOBoe d p o -  
x e m e  moxho npHMeneHHTB aah pasJioxem iH  pa3XHHHHX $eHOAOB nyreM  a ja n ta u H H . 
KoHCTaTHpoBaHO, hto « H o ra e  $eHOABHHe coeAHHeHHH noa bepraD T ch aH aapodH oi^r p a s -  
jtoxeHHB b  n p o u e c c e  a flan inpoB aH H oro  M eTanoBoro dpoxeHHH.

B rp y n n e  oahohtom hiix  jieT y ro x  fteHOAOB noAHOMy npeBpansHHB b  r a 3  d p o x em w  
noABeprajrcH  $emji h  n -x p e s o A . CpeAH T pex H30MepoB AByaTOMHHX $ 6 h o ao b  d p o x e -  
hjuo noA B eprancH  to jib k o  p e so p u x H . IfoAaTAHBHMH dpoxerano oh  a h  HCCAeAyeMne H30Me- 
pH TpexaTOMHHX feHOAOB: n x p o ra ju o A  h  (JyioporA»UHH. AHaapodHoniy pa3A oxem a) i io a -  
B e p ra jiacB  T axxe  deH soäH aa k h c a o t h ,  a  TaKxe B ee  H30Mepn oAHoaTOMHUX d eH so im jx  
k h c a o t :  0PT0-OKCHdeH30äHaH x h c a o t s  (cajnruHAOBHH) ,  M eTa- h  napa-0KGHdeH30äHaa 
XHCAOTH. Oöpa30BaHHe r a 3 a  H3 3THX CydCTpaTOB dHJIO dJIH3K0 CTeXHOMeTpHMBCKHM 
3HaneHHHM h  c o c th b a h a o  okojio  95% T e o p e ra a e c K o ro  KOAirqecTBa r a 3 a .

RoABHoe conpoTHBAeHHe AeäCTBm  cpeAH aH aapodH oro  dpoxeHHH npoflBAHAH c p eA H  
OAHOaTOMHHX (JjeHOAOB OpTO- H M6Ta-Kp830A a  TaXXe Bee HCCAeAyeMHe XCHAeHOAH. 
BpoxeHKD n e  noABepraAHCB T axxe  AByaTOMHue $ 6 h oah : nupoKaTexHH h niApoxHHOH. 
He noABepraBimiMHCH dpoxeHHB 0Ka3ajmci> T axxe  o d a  Ka$TOAH.

Pe3yjn>TaTH uccAeAOBamM no cnocodHocTH aH aapodH oro  pa3AoxeHHH $ 6 Hoaob h 
HeKOTOpHX CXOÄHHX apOMaTHHeCKHX COeAHHeHHfl He n03B0AHK)T e®e BHBeCTH OdlliHä T 8 -  
3HU, K o fo p n a  BHHCHHA dH 3aBHCHM0CTB CHOCOdHOCTH dpoxeHHH COeAHHeHHfl OT HX XH- 
MHaecKoa CTpyKTypH, a  T ax x e  pojm  saMecTHTeAeä. HacTOHnma TpyA MoxeT dHTB.OA- 
H axo, HCXOAHHM HOAOXeHHeM AAH odBHpHHX HCCAeAOBaHHH B 3T0M HanpaBAeHHH • H a- 
dABAeHHH noxasaA H , OAHaxo, x a n ec T B a , oTAHHajomne MexaHHSM aH aapodH oä A erp aA a- 
hhh $eHOAOB OT a ap o d H o ro  nyTH MeTadoAHaecxHx npeBpam em tit sthx  x e  coeAXHeHHi.

ripOBeAGHHHe HCCAeAOBaHHH nOSBOAHDT yHHTHBaTfc, mto MeTaHOBoe dpoxeHHe MOTAO 
dH nOCAyXHTB MeTOAOM ÖHOXHMHHeCXOÄ OHHCTXH $eHOABHHX CTOHHHX BOA. HOCAe HaA-
A exaueä  pa3padoTKH h aA am auH H . CAeAyeT npoH3BecTH HCCAeAOBaHHH, b  xotophx  
HHCTu e  cbeHOABHHe coeAHHeHHH dyAyT sameHeHH $ choabhhmh ctohhhmh boahmh , co A ep - 
xaujHMH $eHOA h e r o  roM OAorHHecxae coeAHHeHHH. K ax eT ca , oAH axo, hto  Ha M eTa- 
HOBoe dpoxeHHe bthx boa  paaAHHHoro nponcxoxAeHHH MoryT BpenATeABHo abäctbo-  
BaTB A pyrH e, HetJeHOABHHe T oxcH aecxne  coeAHHeHHH, x o T o p ae  conyTCTBy»T $eH0A3M 
B npoMHUlAeHHHX CTOHHHX BOAax.

CHAeaCXHÜ ItoAHTeXHHHeCXHä MHCTHTyT 
Ka$eApa TexHOAonni Bo a h  h  C tohhhx  Boa
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B I O C H E M I C A L  D E G R A D A T I O N  O F  S O M E  P H E N O L S  D U R I N G  

T H E  M E T H A N E  F E R M E N T A T I O N

S u m m a r y

T h e  i n v e s t i g a t i o n s  w e r e  u n d e r t a k e n  I n  a h  e f f o r t  t o  o b s e r v e  t h e  

b e h a v i o u r  o f  m o n o h y d r l c  a n d  p o l y h y d r l o  p h e n o l s ,  n a p h t o l s  a n d  

r e l a t e d  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  d u r i n g  t h e  a n a e r o b i o  m e t h a n e  f e r 

m e n t a t i o n .  T h e s e  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  I n  b a t c h  c o n d i t i o n s ,  

w h e r e  t h o s e  p h e n o l i c  c o m p o u n d s  w e r e  t h e  o n l y  o r g a n i c  s u b s t r a t e  

f e d  t o  t h e  f e r m e n t a t i o n  e n v i r o n m e n t .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  c o n 

f i r m  t h e  s u p p o s i t i o n  g i v e n  b y  p r e v i o u s  r e s e a r o h  t h a t  t h e  m e t 

h a n e  f e r m e n t a t i o n  c a n  b e  a d a p t e d  t o  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  v a r i o u s  

p h e n o l s •

I n  t h e  g r o u p  o f  t h e  v o l a t i l e  m o n o h y d r i o  p h e n o l i c  o o m p o u n d s  

p h e n o l  a n d  p - o r e s o l  w e r e  f u l l y  o o n v e r t e d  t o  f e r m e n t a t i o n  g a s .  

O f  t h e  t h r e e  i s o m e r s ,  o f  d i h y d r o x y b e n z e n e s  o n l y  r e s o r c i n o l  w a s  

f e r m e n t e d .  B o t h  i s o m e r s  o f  t r i h y d r l o  p h e n o l s  u n d e r  I n v e s t i g a 

t i o n :  p y r o g a l l o l  a n d  p h l o r o g l u c i n o l  w e r e  d e c o m p o s e d  d u r i n g  

t h i s  f e r m e n t a t i o n .  T h e  b e n z o l e  a o i d  a s  w e l l  a s  a l l  I s o m e r s  o f  

m o n o h y d r i o  b e n z o i c  a c i d s :  o r t h o - h y d r o x y b e n z o i o  ( s a l i c y l i c )  a -  

c i d ,  m e t h a -  a n d  p a r a - h y d r o x y b e n z o i c  a o i d s  w e r e  a l s o  f e r m e n t e d .  

T h e  g a s  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e s e  s u b s t r a t e s  w e r e  n e a r  t o  t h e  

s t o i c h i o m e t r i c  v a l u e s  a n d  a m o u n t e d  9 5 #  o f  t h e  t h e o r e t i o a l  

y i e l d  o f  f e r m e n t a t i o n  g a s .

A t t e m p s  t o  a d a p t  m e t h a n e  f e r m e n t a t i o n  t o  t h e  d e c o m p o s i t i o n  

o f  f e w  o t h e r  p h e n o l s :  o r t h o -  a n d  m e t h a - e r e s o l s ,  x y l e n d s ,  o a -  

t e c h o l ,  h y d r o q u i n o n  a n d  n a p h t o l s  w e r e  u n s u o o e s f u l  u n d e r  t h e  

o o n d i t l o n  u s e d .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  p e r f o r m e d  s t u d i e s  o n  t h e  a n a e r o b i c  d e 

g r a d a t i o n  o f  p h e n o l s  a n d  r e l a t e d  c o m p o u n d s  d o  n o t  p e r m i t  t o  

s o l v e  t h e  p e c u l i a r  d e p e n d e n c e  o f  t h e i r  b e h a v i o u r  a n d  t h e  c h e 

m i c a l  s t r u c t u r e  a s  w e l l  a s  t h e  r o l e  o f  s u b s t i t u e n t s .  T h e s e  o b 

s e r v a t i o n s .  h o w e v e r ,  c o u l d  s e r v e  a s  a  b a s i s  t o  m o r e  e x t e n s i v e  

i n v e s t i g a t i o n s .  T h e y  s u g g e s t  t h a t  t h e  a n a e r o b i o  p a t h w a y  o f  t h e  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  r i n g  s t r u c t u r e  I n  a r o m a t i c  o o m p o u n d s  m a y  

d i f f e r  f r o m  t h e  a e r o b i c  m e t a b o l - l o  p a t h w a y .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  r e s e a r c h  d e m o n s t r a t e  t h a t  

m e t h a n e  f e r m e n t a t i o n  c o u l d  b e  u s e f u l  t o  t h e  b l o c h e m i o a l  p u r i 

f i c a t i o n  o f  p h e n o l i c  w a s t e  w a t e r s  I n  t h e  a n a e r o b i o  c o n d i t i o n s  

a f t e r  a  s u i t a b l e  a d a p t a t i o n .  I n v e s t i g a t i o n  c o u l d  b e  p e r f o r 

m e d ,  h o w e v e r ,  w i t h  r e p l a c e m e n t  o f  t h e  p u r e  p h e n o l i c  o o m p o u n d s  

b y  p h e n o l i c  w a s t e  w a t e r s .  I t  s e e m s  p r o b a b l e  t h a t  o t h e r  n o n -  

p h e n o l i c  t o x i c  c o m p o u n d s ,  a s s o c i a t e d  w i t h  p h e n o l s  I n  I n d u 

s t r i a l  w a s t e  w a t e r s ,  o o u l d  h a v e  a n  i n j u r i o u s  e f f e c t  o n  t h e  

m e t h a n e  f e r m e n t a t i o n .

S i l e s i a n  T e c h n i o a l  U n i v e r s i t y  a t  G l i w i o e

L a b o r a t o r y  o f  W a t e r  a n d  W a s t e  W a t e r s  T e c h n o l o g y


