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J E R Z Y  C H M I E L O W S K I ,  W O J C IE C H  W A S I L E W S K I

B A D A N IA  N A D  D Y N A M IK Ą  B E Z T L E N O W E G O  R O Z K Ł A D U  
K I L K U  F E N O L I  W F E R M E N T A C J I  M ET A N O W EJ

D o t y c h c z a s  p o d e j m o w a n e  p r a c e  b i o c h e m i c z n e ,  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  [ 1 .  2 ,  3 ]  l u b  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  D ,  5 ]  n i e  w y j a ś n i ł y  m e c h a n i z m u  b e z t l e n o w e j  d e ­
g r a d a c j i  s t r u k t u r y  a r o m a t y c z n e j .  B a d a n i a  C H M IE L O W S K I  e g o ,

G R O S S M A N a  i  Ł A B U Ż E K  p f )  d o w i o d ł y ,  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  od  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»  8 ] ,  S z c z e g ó l n i e  z a s k a k u j ą c 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  DO, 
k t ó r a  u l e g a  ł a t w o  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  b o w ie m  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  f e n o l i  i  i n 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  Q j,  7 ,  8 j . 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  z b l i ż o n y  d o  s z l a k ó w  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  -  d r o b n o u s t r o j e  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  p o w i n n y  
a d a p t o w a ć  s i ę  r ó w n i e  ł a t w o  d o  r o z k ł a d u  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 ć  p r z y ­

s t o s o w a n e  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 ,  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  p i r o k a t e c h i ­

n y .  R ó w n i e ż  o b s e r w a c j e  C L A R K a  i  F I N A  ( V J  o r a z  F IN A  i  F I S -  
K I N a  DO w y k a z a ł y ,  ż e  ś r o d o w i s k o  p r z y s t o s o w a n e  do 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  n i e  f e r m e n t o w a ł o  p i r o ­

k a t e c h i n y .

O m ó w io n e  o b s e r w a c j e  ś w i a d c z ą  o  i s t o t n e j  r ó ż n i c y  w me­
c h a n i z m i e  t l e n o w e g o  i  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  f e n o ­
l o w y c h .  M o ż l i w o ś c i  z a 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  zw ią z -  
k ó w  f e n o l o w y c h  d l a  c e l ó w  p r a k t y c z n y c h  w t e c h n o l o g i i  i  i n ­
ż y n i e r i i  s a n i t a r n e j  w y m a g a j ą  j e d n a k  z n a j o m o ś c i  t e g o  m e c h a ­
n i z m u .  P o d j ę t o  w i ę c  p r ó b y  z b a d a n i a  d y n a m i k i  b e z t l e n o w e g o  

r o z k ł a d u  k i l k u  f e n o l i  f e r m e n t u j ą c y c h .  W y d a w a ło  s i ę ,  ż e  t a ­
k i e  o b s e r w a c j e  m o g ą  w p r z y s z ł o ś c i  u ł a t w i ć  u s t a l e n i e  m e c h a ­

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

b r a k  n a l e ż y t y c h  m e t o d  d o ś w i a d c z a l n y c h .  W y d a w a ł o  s i ę  w i ę c  

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

c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  0 2 ,  1 0 }  d o  ś l e d z e n i a  z m i a n ,  

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

p r z e w i d y w a ć ,  ż e  p o r ó w n a n i e  p r z e b i e g u  z m i a n  c h e m i c z n e g o  z a ­

p o t r z e b o w a n i a  t l e n u  ( C Z T )  z  d y n a m i k ą  z m i a n  s t ę ż e n i a  s u b -  

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

-  m o ż e  u ł a t w i ć  p r z y b l i ż o n e  r o z e z n a n i e  g r u p y  z w i ą z k ó w ,  d o  

j a k i e j  n a l e ż ą  p r o d u k t y  p o ś r e d n i e  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  a -  

r o m a t y c z n e j  s t r u k t u r y  f e n o l i .

J a k o  s u b s t r a t y  d o  n i n i e j s z y c h  b a d a ń  w y b r a n o  f e n o l ,  p -  

- k r e z o l  i  r e z o r c y n ę .  F e n o l  i  p - k r e z o l  r e p r e z e n t o w a ł y  f e r ­

m e n t u j ą c e  f e n o l e  j e d n o w o d o r o t l e n o w e  o  r ó ż n e j  i l o ś c i  a t o m ó w  w ę g l a  

w  d r o b i n i e .  F e n o l  i  r e z o r c y n a  u m o ż l i w i a ł y  p o r ó w n a n i e  p r z e ­

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

z e n u .

C z ę ś ć  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 o  d y n a m i k ę  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 ,  p - k r e z o l u  i  

r e z o r c y n y  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 - .  W  c z a s i e  

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

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

z u  f e r m e n t a c y j n e g o ,  s t ę ż e n i a  k w a s ó w  l o t n y c h  o r a z  C Z T ,  a l ­

k a l i c z n o ś c i  i  p H .

K o m o r y  f e r m e n t a c y j n e

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

s z k l a n y c h  z  t u b u s e m  d o l n y m .  L a b o r a t o r y j 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  o  t e m p e r a t u r z e  3 2  +  

1  C ,  o p t y m a l n e j  d l a  r a 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 .  J a k o  

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

z  m i ę s i s t e j  g u m y .  Z a w o r y  t e  u m o ż l i w i a ł y  m a n o m e t r y c z n y  p o ­

m i a r  c i ś n i e n i a  w y t w a r z a n e g o  g a z u .  P o z w a l a ł y  r ó w n i e ż  n a  

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

s t r a t ó w  z a  p o m o c ą  s t r z y k a w k i  z a k o ń c z o n e j  i g ł ą  i n i e k c y j n ą .

\



Badania nad dynamiką beztlenowego rozkładu

T u b u s y  d o l n e  z a o p a t r z o n e  w  r u r k i  gumowe i  ś c i s k a c z e  p o z w a ­
l a ł y  n a  p o b ó r  p r ó b  d o  a n a l i z y .  P r ó b y  te p o b i e r a n o  p r z y  ma­
ł y m  n a d c i ś n i e n i u  g a z u  v; k o m o r z e  f e r m e n t a c y j n e j .

O z n a c z a n i e  f e n o l i  i  c h r o m a t o g r a f i a  c i e n k o w a r s t w o w a  f e n o l i

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

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

F e n o l  o z n a c z a n o  b e z p o ś r e d n i o  z  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  m e t o d ą  k o l o r y m e t r y c z n ą  z  p - n i t r o a n i l i n ą  [ 1 1 ]  o r a z  u -  

m o w n ą  m e t o d ą  b r o m o m e t r y c z n ą  B U .  W  r e a k c j i  z  z d w u a z o w a n ą  

p - n i t r o a n i l i n ą  p - k r e z o l  w y k a z u j e  d u ż ą  b i e r n o ś ć .  O z n a c z a n o  

w i ę c  p - k r e z o l  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  0 1 ]  ,  z a ś  r e ­

z o r c y n ę  o z n a c z a n o  m e t o d ą  k o l o r y m e t r y c z n ą  z  p - n i t r o a n i l i n ą  

0 1 ]  .
W  p r z y p a d k u  s u b s t r a t u  m i e s z a n e g o  ( . r e z o r c y n a  +  p - k r e z o l ;  

f e n o l e  o g ó l n e  o z n a c z a 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 ,  r e ­

z o r c y n ę  k o l o r y m e t r y c z n i e  z  p - n i t r o a n i l i n ą ,  z a ś  p - k r e z o l  o -  

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

W  c e l u  a n a l i t y c z n e j  i d e n t y f i k a c j i  p o s z c z e g ó l n y c h ' f e n o l i  

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

p o s ł u ż o n o  s i ę  m e t o d ą  c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j .  O p r a ­

c o w a n o  m e t o d ę  u m o ż l i w i a j ą c ą  r o z d z i e l e n i e  g r u p y  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 d  p o s z c z e g ó l n 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 ,  R o z d z i a ł  t a k i  u z y s k a n o  w  w a r s t w a c h  K i s e l g e l  G  p r z e z  

r o z m y c i e  m i e s z a n i n ą  b e n z e n u  i  o c t a n u  e t y l u  ( 4 : 1 ) .

O p r a c o w a n a  m e t o d a  c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  o k a ­

z a ł a  s i ę  p r o s t s z a  o d  z n a n y c h  m e t o d  r o z d z i a ł u  f e n o l i  [ 9 t 1 0 ] ,  
B y ł a  o n a  s z c z e g ó l n i e  u ż y t e c z n a  d l a  c e l ó w  p r z e p r o w a d z o n y c h  

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

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

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

n e j  p r z e z  s p o r z ą d z e n i e  p a s t y  z  1 , 1  g  K i s e l g e l  G  ( M e r c k )  i  

3 , 3  m l  w o d y  d e s t y l o w a n e j .  P a s t ę  r o z p r o w a d z a n o  r ó w n o m i e r n i e  

n a  c a ł e j  p o w i e r z c h n i  p ł y t k i  s z k l a n e j  o  w y m i a r a c h  8 , 5 x 1 5 c m ,  

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

n i a .  P o  w y s c h n i ę c i u  w a r s t w y  n a  p o w i e t r z u ,  p ł y t k ę  s u s z o n o  

p r z e z  1  g o d z .  w  s u s z a r c e  o  t e m p e r a t u r z e  1 0 5 ° C .  G i p s  z a w a r ­
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t y  w p r e p a r a c i e  K i s e l g e l  G p o w o d o w a ł  t w o r z e n i e  s i ę  d o ­

b r z e  p r z y l e g a j ą c e j  w a r s t w y  ż e l u  n a  p ł y t c e  s z k l a n e j .

A n a l i z o w a n e  p r ó b y  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 i l o ś c i  
5  d o  1 0  jll 1  n a n o s z o n o  b e z p o ś r e d n i o  n a  p ł y t k i  c h r o m a t o g r a ­

f i c z n e .  C h r o m a t o g r a m y  r o z w i j a n o  m e t o d ą  w s t ę p u j ą c ą  m i e s z a ­
n i n ą  b e n z e n u  i  o c t a n u  e t y l u  (4 :1 ) w s z c z e l n i e  z a m k n i ę t y c h  

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

p u s z c z a l n i k u  r o z m y w a j ą c y m .  C h r o m a t o g r a m y  w y s u s z o n e  n a  p o ­
w i e t r z u  w y w o ł y w a n o  p r z e z  s p r y s k i w a n i e  r o z t w o r e m  0 , 1  g  z 

d w u a z o w a n e g o  k w a s u  s u l f a n i l o w e g o  w 2 0  m l  1 0 %  r o z t w o r u  s o d y

[ 9 ] .  I d e n t y f i k a c j ę  p o s z c z e g ó l n y c h  f e n o l i  p r o w a d z o n o  n a  
p o d s t a w i e  p o ł o ż e n i a  p l a m y  n a  c h r o m a t o g r a m i e  w p o r ó w n a n i u  z 

s u b s t a n c j a m i  w z o r c o w y m i ,

W k i l k u  p r z y p a d k a c h  w c e l u  r o z d z i e l e n i a  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  u ż y t o  t e c h n i k i  c i e n k o w a r s t w o w e j  c h r o m a t o g r a ­
f i i  d w u k i e r u n k o w e j  o p r a c o w a n e j  p r z e z  C R U M P a  [ 1 0 ]  d l a  i d e n ­
t y f i k a c j i  f e n o l i ,  w y s t ę p u j ą c y c h  w p r o d u k t a c h  n a f t o w y c h .  F e ­
n o l e  j e d n o w o r o t l e n o w e  r o z d z i e l a n o  w p o s t a c i  b a r w n i k ó w  a z o ­
w y c h .  W t y m  c e l u  f e n o l e  z a w a r t e  w p r ó b i e  s p r z ę g a n o  z  z d w u -  

a z o w a n ą  p - n i t r o a n i l i n ą  w ś r o d o w i s k u  a l k a l i c z n y m .  T a k  p r z y ­
g o t o w a n y  r o z t w ó r  n a n o s z o n o  w i l o ś c i  5  n a  p ł y t k ę  p o ­

k r y t ą  w a r s t w ą  K i s e l g e l  G n a n o s z o n e j  w p o s t a c i  p a s t y  z 

0 ,5  n  w o d n y m  r o z t w o r e m  N a O H .  W c e l u  d w u k i e r u n k o w e g o  r o z ­
m y c i a  c h r o m a t o g r a m u  s t o s o w a n o  dw a  u k ł a d y  r o z p u s z c z a l n i k ó w :  
c h l o r o f o r m  z  a c e t o n e m  ( 9 : 1 )  o r a z  b e n z e n  z  m o n o e t y l o a m i n ą  
( 4 : 1 ) .  I d e n t y f i k a c j ę  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  n a  p o d ­

s t a w i e  p o ł o ż e n i a  p l a m y  n a  c h r o m a t o g r a m i e  i  c h a r a k t e r y ­

s t y c z n e g o  z a b a r w i e n i a  [ 1 0 ] .  I n t e n s y f i k a c j ę  b a r w y  p l a m  
z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  u z y s k i w a n o  p r z e z  d z i a ł a n i e  g a z o w e g o  a -  

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

t r z u .

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

O g ó l n ą  i l o ś ć  w y t w a r z a n e g o  g a z u  w f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  w y ­
z n a c z a n o '  p r z e z  m a n o m e t r y c z n y  p o m i a r  c i ś n i e n i a  w k o m o r z e  
f e r m e n t a c y j n e j  z a  p o m o c ą  m a n o m e t r u , r t ę c i o w e g o  m e t o d ą  o -  

p r a c o w a n ą  p r z e z  C H M I E L O W S K I e g o  [12, 13] w p r a c a c h  w c z e ś ­
n i e j s z y c h .  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  p r z e l i c z a n o  n a  
1 l i t r  m a s y  f e r m e n t u j ą c e j  w k o m o r z e  d o ś w i a d c z a l n e j .  W w a ­

r u n k a c h  p e r i o d y c z n y c h  p r z e p r o w a d z a n y c h  b a d a ń  p o b ó r  p r ó b  

z w i ę k s z a ł  o b j ę t o ś ć  g a z o w ą  w k o m o r a c h ,  W c e l u  u n i k n i ę c i a
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b ł ę d ó w  k o n i e c z n e  b y ł o  d l a  p o s z c z e g ó l n y c h  p o m ia r ó w  k o r y g o ­
w a n i e  w a r t o ś c i  s t a ł e j  C k o m o r y  w o b l i c z e n i a c h  w y t w a r z a ­

n i a  g a z u  0 2 ,  1 3 ] .

K o n w e n c j o n a l n e  o z n a c z e n i a  a n a l i t y c z n e  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a -  
c^ j n e g o

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

k t ó r e  p r z e p r o w a d z a n o  w e d ł u g  S T A N D A R D  M ET IIODS  0 4 ] ;  pH  b a ­

d 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 n e  j, zaś  
C Z T  o z n a c z a n o  m etod ą ,  s k r ó c o n ą  0 5 ] .

S k r ó c o n e  o z n a c z e n i e  C Z T  p o l e g a ł o  n a  w p r o w a d z a n i u  d o  1 0  
m l  p r ó b k i  o d s ą c z o n e j  p r z e z  u l t r a f i l t r  m em bran ow y  -  m a ł e j  
i l o ś c i  s i a r c z a n u  s r e b r a  w c e l u  z w i ą z a n i a  c h l o r k ó w .  W p r o w a ­

d z a n o  n a s t ę p n i e  5  m l  r o z t w o r u  0 , 2 5  n  KgCrgO,-, i  1 5  m l  s t ę ­

ż o n e g o  k w a s u  s i a r k o w e g o .  P o w o d o w a ł o  t o  s i l n e  z a g r z a n i e  s i ę  
p r ó b y .  P o  5 m i n u t a c h  d o d a w a n o  1 5  m l  w o d y  d e s t y l o w a n e j  z a ś  
p o  o s t y g n i ę c i u  p r ó b k i  w p r o w a d z a n o  2 k r o p l e  f e r r o i n y  ' j a k o  
w s k a ź n i k a  i  m i a r e c z k o w a n o  0 , 2 5  n  r o z t w o r e m  s o l i  M oh ra .  R ó w ­
n o l e g l e  p r z e p r o w a d z a n o  " ś l e p ą  p r ó b ę "  z  wodą d e s t y l o w a n ą  z a ­

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

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

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

A d a p t a c j 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 u ,  p - k r e z o l u  i  r e z o r c y n y

P r z y s t o s o w a n i e  ś r o d o w i s k a  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 u  b i o g e n n e g o  d o  r o z k ł a d u  f e n o l i  p r o w a d z o n o  w l a b o r a ­

t o r y j n y c h  k o m o r a c h  f e r m e n t a c y j n y c h .  Z a w i e r a ł y  o n e  w o k o ł o  

1 / 3  o b j ę t o ś c i  m a s ę  z a s z c z e p i a j ą c ą  f e r m e n t a c j ę  m e t a n o w ą .  
P r z e d  r o z l a n i e m  d o  k o m ó r  o s a d  f e r m e n t u j ą c y  m i e s z a n o  w s t o ­

s u n k u  4 : 1  z  s u r o w y m  o s a d e m  b i o g e n n y m  i  w c e l u  u j e d n ó r o d -  

n i e n i a  c e d z o n o  p r z e z  s i t o  o  ś r e d n i c y  o c z e k  o k o ł o  3  mm. D o ­
d a t e k  o s a d u  s u r o w e g o  s t o s o w a n o  w c e l u  p o b u d z e n i a  f e r m e n t a ­
c j i  w o k r e s i e  a d a p t a c j i  d r o b n o u s t r o j ó w  t e g o  ś r o d o w i s k a  d o  
r o z k ł a d u  f e n o l i .  K o m o r y  p r z e p ł u k i w a n o  g a z o w y m  t e c h n i c z n y m
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d w u t l e n k i e m  w ę g l a  c e l e m  u z y s k a n i a  w a r u n k ó w  b e z t l e n o w y c h  

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

s z y c h  C2 ,  3 ]  p o l e g a ł a  n a  w p r o w a d z a n i u  d o  m a s y  f e r m e n t u j ą ­

c e j  r o s n ą c y c h  d a w e k  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o  w i l o ś c i  o d  1 0 0  

d o  1 0 0 0  m g / l  w o d s t ę p a c h  o k o ł o  3 - d n i o w y c h .  W t e n  s p o s ó b  a -  
d a p t o w a n o  k o m o r y  d o ś w i a d c z a l n e  d o  r o z k ł a d u  f e n o l u ,  p - k r e -  

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

s k ł a d n i k o w e g o  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o :  p - k r e z o l u  i  r e z o r c y n y  
z a s t o s o w a n o  w s t ę p n ą  a d a p t a c j ę  u k ł a d u  d o  d e g r a d a c j i  r e z o r ­
c y n y  w s t ę ż e n i u  1 0 0 0  m g / l .  W t ó r n e  p r z y s t o s o w a n i e  d o  r o z ­

k ł a d u  p - k r e z o l u  n a s t ą p i ł o  p r z e z  w p r o w a d z a n i e  c o  k i l k a  d n i  
d a w e k  5 0 0  m g / l  p - k r e z o l u .  T a k  z a a d a p t o w a n y  o s a d  p r z y s t o s o ­

w a n o  n a s t ę p n i e  d o  r ó w n o c z e s n e g o  r o z k ł a d u  r e z o r c y n y  i  p -  

- k r e z o l u  w p o r c j a c h  p o  o k o ł o  500 m g / l .
W c e l u  k o n t r o l i  p r z e b i e g u  f e r m e n t a c j i  w s e r i a c h  a d a p ­

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

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

B e z t l e n o w a  d e g r a d a c j a  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

Ś l e d z o n o  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  j e d n o r a z o w o  w p r o ­
w a d z o n e j  d a w k i  1 0 0 0  m g / l  f e n o l i  p r z e z  a d a p t o w a n e  ś r o d o w i s ­
k o  f e r m e n t a c y j n e .  W c h w i l i  r o z p o c z ę c i a  d o ś w i a d c z e n i a  p o b i e ­
r a n o  p r z e z  t u b u s  d o l n y  1 0 0  m l  p r ó b k i  w c e l u  w y k o n a n i a  a -  

n a l i z y  w s t ę p n e j  ś r o d o w i s k a .  N a s t ę p n i e  w p r o w a d z a n o  d a w k ę  

1 0 0 0  m g / l  f e n o l u  i  p o n o w n i e  p o b i e r a n o  1 0 0  m l  m a s y  f e r m e n ­

t a c y j n e j  d o  a n a l i z y  ( g o d z i n a  0  d o ś w i a d c z e n i a ) .  W o d s t ę ­

p a c h  1 2 - g o d z i n n y c h  o d p r o w a d z a n o  p o  1 0 0  m l  t e j  m a s y  w c e l u  

w y k o n a n i a  o z n a c z e ń  a n a l i t y c z n y c h .  P o s t ę p o w a n i e  t a k i e  p o ­
w t a r z a n o  a ż  d o  z a n i k u  g a z o w a n i a .  W t y c h  s a m y c h  o d s t ę p a c h  

c z a s u  m i e r z o n o  c i ś n i e n i e  w y t w o r z o n e g o  g a z u .  C i ś n i e n i e  t o  
k a ż d o r a z o w o  l i k w i d o w a n o  p o  p o m i a r z e .

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

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

t r y c z n i e  i  b r o m o m e t r y c z n i e ,  C Z T ,  s t ę ż e n i a  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 ,  pH  i  w y t w a r z a n i a  g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o .  U -  
m owne o z n a c z e n i e  f e n o l i  m e t o d ą  b r o m o m e t r y c z n ą  m i a ł o  n a  c e ­

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

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



Rys. 1. Dynamika fermentacji metanowej fenolu w stężeniu 1000 mg/l
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CZAS, godz.

Rys. 2, Chromatografia cienkowarstwowa środowiska fermen­
tującego fenol. Kiselgel G. Rozmycie mieszaniną benzenu i

octanu etylu (4*1)



Rys, 3, Dynamika fermentacji metanowej p-krezolu w stężeniu 1000 mg/1
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Rys. 4. Ghromatografia cienkowarstwowa środowiska fermen­
tującego p-krezol, Kiselgel G, Rozmycie mieszaniną benzenu

* i octanu etylu (4*1)
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Rys. 5, Dynamika fermentacji metanowej rezorcyny w stężeniu 1000 mg/l oUl
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Rys» 6. Chromatografia cienkowarstwowa środowiska fermen­
tującego rezorcyną. Kiselgel G. Rozmycie mieszaniną ben­

zenu i octanu etylu (4:1)
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Rys. 8, Chromatografia cienkowarstwowa środowiska fermen­
tującego p-krezol i rezorcynę. Kiselgel G. Rozmycie miesza­

niną benzenu i octanu etylu (4:1)
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D y n a m i k 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 u  w j e d n e j  z  k o m ó r  
d o ś w i a d c z a l n y c h  o b r a z u j e  R y s .  1 .  P r z e b i e g  z m ia n  s t ę ż e n i a  

f e n o l u  w c z a s i e  t e j  f e r m e n t a c j i  w y k a z a n o  r ó w n i e ż  m e t o d ą  
c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  ( r y s .  2 ) .

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

t o w a n i u  o s t a t n i e j  d a w k i  w s e r i i  a d a p t a c y j n e j  t e g o  z w i ą z k u .  
N a s t ę p n i e  p o b r a n o  1 0 0  m l  p r ó b k i  d o  a n a l i z y  w s t ę p n e j ,  p o  

c zym  p o  w p r o w a d z e n i u  p - k r e z o l u  w i l o ś c i  1 0 0 0  m g / l  p o n o w n i e  
p o b r a n o  p r ó b ę  o o b j ę t o ś c i  1 0 0  m l  ( g o d z i n a  0 d o ś w i a d c z e ­
n i a ) .  D a l s z e  1 0 0  m l  p r ó b y  p o b i e r a n o  w p o c z ą t k o w y m  p r z e b i e ­

gu p r o c e s u  w o d s t ę p a c h  1 2 g o d z in  za ś  p ó ź n ie j , w s k u t e k  w o l n i e j s z e j  
f e r m e n t a c j i ,  c o  2 4  g o d z i n y  a ż  d o  z a n i k u  g a z o w a n i a .  J e d n o ­

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

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

m ow ny ,  C Z T ,  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  i  pH . W t e j  s e ­
r i i  b a d d ń  n i e  m o ż n a  b y ł o  s t o s o w a ć  k o l o r y m e t r y c z n e g o  o z n a ­
c z e n i a  z w i ą z k u  f e n o l o w e g o ,  p o n i e w a ż  p - k r e z o l  w yk a zu je  b i e r ­

n o ś ć  w r e a k c j i  p - n i t r o a n i l i n o w e j .
D y n a m i k ę  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  p - k r e z o l u  p o d a j e  r y s . 3 *  

C h r o m a t o g r a m  n a  r y s .  4  o b r a z u j e  s p a d e k  s t ę ż e n i a  p - k r e z o l u  

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

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

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

w a n y c h  d o  r o z k ł a d u  r e z o r c y n y .  Do  t e g o  ś r o d o w i s k a  w p r o w a ­
d z a n o  d a w k ę  1 0 0 0  m g / l  s u b s t r a t u  i  p o b i e r a n o  1 0 0  m l  p r ó b y  
d l a  w y k o n a n i a  a n a l i z y  w s t ę p n e j  ( g o d z i n a  0  d o ś w i a d c z e n i a ) .  

D a l s z e  p r ó b y  p o b i e r a n o  c o  8  g o d z .  a ż  d o  z a n i k u  f e r m e n t a ­
c j i ,  W p r ó b a c h  t y c h  o z n a c z a n o :  r e z o r c y n ę  k o l o r y m e t r y c z n i e ,  

C Z T ,  k w a s y  l o t n e ,  a l k a l i c z n o ś ć  i  p H .  J e d n o c z e ś n i e  z  p o b o ­

re m  p r ó b  p r o w a d z o n o  p o m i a r y  w y t w a r z a n i a  g a z u .
D y n a m i k ę  r o z k ł a d u  r e z o r c y n y  w f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  p o ­

d a j e  r y s .  5 .  C h r o m a t o g r a m  n a  r y s .  6  o b r a z u j e  s p a d e k  s t ę ż e ­

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

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

f e n o l i .  D o  k o m o r y  f e r m e n t a c y j n e j  z a a d a p t o w a n e j  d o  r o z k ł a d u  i 
r e z o r c y n y  i  p - k r e z o l u  w p r o w a d z a n o  p o  o k o ł o  500 m g / l  k a ż d e ­
g o  z  t y c h  s u b s t r a t ó w  i  p o b r a n o  1 0 0  m l  p r ó b k i  d o  a n a l i z y  
w s t ę p n e j  ( g o d z i n a  0  d o ś w i a d c z e n i a ) .  P o b i e r a n o  n a s t ę p n i e  

k o l e j n e  1 0 0  m l  p r ó b y  w o d s t ę p a c h  c o  1 2  g o d z .  V? t y c h  o d s t ę ­
p a c h  c z a s u  p r o w a d z o n o  r ó w n i e ż  p o m i a r y  w y t w a r z a n e g o  g a z u .
W p o b r a n y c h  p r ó b a c h  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t u j ą c e g o  o z n a c z a n o  

f e n o l e  o g ó l n e  m e t o d ą  b r o m o m e t r y c z n ą  z a ś  r e z o r c y n ę  k o l o r y ­
m e t r y c z n i e ;  p - k r e z o l  o k r e ś l a n o  u m o w n ie  z  r ó ż n i c y  o z n a c z e ń  

f e n o l i  o g ó l n y c h  i  r e z o r c y n y .

P r z e b i e g  f e r m e n t a c y j n e g o  r o z k ł a d u  o b u  s u b s t r a t ó w  f e n o ­
l o w y c h  ( p - k r e z o l  +  r e z o r c y n a )  p o d a j e  r y s .  7 »  S p a d e k - s t ę ż e ­
n i a  p o s z c z e g ó l n y c h  f e n o l i  w c z a s i e  t e j  f e r m e n t a c j i  w y k a z a ­
n o  c h r o m a t o g r a f i c z n i e  n a  r y s .  8 .

O b s e r w a c j e  o g ó l n e

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

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

W t a b l i c y  I I  z e s t a w i o n o  t e o r e t y c z n e  w a r t o ś c i  c h e m i c z n e ­
g o  z a p o t r z e b o w a n i a  t l e n u  ( C Z T )  b a d a n y c h  f e n o l i  i  o d p o w i a ­

d a j ą c y c h  im  c y k l o h e k s a n o l i . Z e s t a w i e n i e  t o  w y k a z u j e  w z r o s t  
C Z T  w s k u t e k  u w o d o r n i e n i a  s t r u k t u r y  p i e r ś c i e n i o w e j  z w i ą z ­

k ó w .

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

\



Tablica I

Wytwarzanie gazu fermentacyjnego 
w beztlenowym rozkładzie kilku związków fenolowych, 

stwierdzone doświadczalnie i obliczone stechiometrycznie z równania BUSWELLa

S u b s t r a t

f e n o l o w y

D a w k a  

s u b s t r a t u

S y m b o l

k o m o r y

I l o ś ć g a z u  f e r m e n t a c y j n e g o
s t e c h i o m e -  

t  r y c z n a  

m g / l

d o ś w i a d ­
c z a l n a

m l / l

%  i l o ś c i  
s t e c h i o -  

m e t r y c z n e j

f e n o l
104-5 I 1 4 9 5 1 4 8 1 9 9 * 1

1 0 2 0 I I 14 -60 1 4 5 2 9 9 , 0

p - k r e z o l 9 6 5 I I I 1 4 0 0 1 4 3 2 1 0 2 , 3

1 0 3 7 I V 1 2 6 8 1300 1 0 2 * 5
r e z o r c y n a

1 0 2 8 V 1258- 1269 1 0 d  ,0
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+
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T a b l i c a  I I

T e o r e t y c z n e  c h e m i c z n e  z a p o t r z e b o w a n i e  t l e n u  ( C Z T )  k i l k u  f e n o l i
i  o d p o w i e d n i c h  c y k l o h e k s a n o l i

S u b s t r a t

T e o r e t y c z n e  
m o lo w e  C Z T

g  o 2

T e o r e t y c z n e  C Z T  

1 0 0 0  mg s u b s t r a t u  
p r z e d  i  p o  u w o ­

d o r n i e n i u  
mg 0 2

P r z y r o s t

t e o r e t y c z n e g o

C Z T

%

f e n o l
c y k l o h e k s a n o l

2 2 4

272
2 3 8 3
2 8 9 4

2 1 , 4

p - k r e z o l

m e t y l o c y k l o h e k s a n o l
272
3 2 0

2 5 1 9
2 9 6 3

1 7 , 7

r e z o r c y n a

c y k l o h e k s a n o l
2 0 8

2 5 6

1 8 9 1

2 3 3 8
2 3 , 6

1
1

2
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B a r d z o  n i e w i e l e  w i e  s i ę  o p r z e b i e g u  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 .  P r a c e  S T A N I E R a  [ 6] ,  E V A N S a  [ 7] ,  R O G O F F a  [ 8]  

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

k ó w  a r o m a t y c z n y c h  w w a r u n k a c h  t l e n o w y c h .  P r z e z  i z o l a c j ę  

m e t a b o l i t ó w  p o ś r e d n i c h  t y c h  p r z e m i a n  [ 7 ]  l u b  p r o c e s y  j e d ­
n o c z e s n e j .  a d a p t a c j i  0 0  w y k a z a l i  o n i ,  ż e  p i r o k a t e c h i n a  

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

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

r o z k ł a d z i e  f e n o l i .  W y k a z a ł y  t o  b a d a n i a  C H M I E L O W S K I e g o , G R O S -  

S M A N a  i  Ł A B U Ż E K  DL w k t ó r y c h  n i e  u d a ł o  s i ę  w y w o ł a ć  f e r ­
m e n t a c j i  ' p i r o k a t e c h i n y . R ó w n i e ż  o b s e r w a o j e  C L A R C K a  i  F I N A  

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

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

ł ą c z a j ą  p i r o k a t e c h i n ę  z  m o ż l i w y c h  z w i ą z k ó w  p o ś r e d n i c h  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 .  W y n i k i  b a d a ń  F I N A  i  F I S K I N a j j ? ]  
n a d  f e r m e n t a c j ą  m e t a n o w ą  k w a s u  b e n z o e s o w e g o  s u g e r u j ą ,  ż e  

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

p r z e z  w s t ę p n e  n a s y c e n i e  p i e r ś c i e n i a ,  p o  c z y m  n a s t ę p u j e  j e ­
g o  r o z e r w a n i e  p o m i ę d z y  w ę g le m  C ĵ i  z  u w o l n i e n i e m

p r o p i o n i a n u .  I n n y c h  k w a s ó w  n i e  u d a ł o  s i ę  i z o l o w a ć  z  ś r o d o ­

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

w a n i e  s i ę  w c h a r a k t e r z e  z w i ą z k ó w  p o ś r e d n i c h ,  k t ó r e  t w o r z ą  

s i ę  w s k u t e k  b e z t l e n o w e j  d e g r a d a c j i  a r o m a t y c z n e j  s t r u k t u r y  
f e n o l i .  O b s e r w a c j e  c h r o m a t o g r a f i c z n e  r o z k ł a d u  f e n o l i  i  p -  
- k r e z o l u  o r a z  r e z o r c y n y  ( r y s .  2 , 4-, 6) w f e r m e n t a c j i  m e t a ­

n o w e j  p r z e p r o w a d z o n e  w t r a k c i e  b a d a ń  w y k a z a ł y ,  ż e  w p r o ­
c e s i e  t y m  n i e  p o j a w i a j ą  s i ę  z w i ą z k i  p o ś r e d n i e  o  c h a r a k t e ­

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

ś r o d o w i s k a  f e r m e n t a c j i .
O p i e r a j ą c  s i ę  n a  a n a l o g i i  z  t l e ń o w ą  d e g r a d a c j ą  f e n o l i  

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

r o z k ł a d u  o  c h a r a k t e r z e  z w i ą z k ó w  n i e n a s y c o n y c h  [ 7 , 8] .  S t a ­
r a n o  s i ę  j e  w y k r y ć  p r z e z  o z n a c z e n i e  " o g ó l n e j  l i c z b y  b r o m o ­

w e j "  ś r o d o w i s k a ,  w y r a ż o n e j  u m o w n ie  w m g / l  f e n o l u  i  p o r ó w ­
n a n i e  t e g o  s t ę ż e n i a  f e n o l u  z  o z n a c z o n y m  k o l o r y m e t r y c z n i e  

( r y s ,  1 ) .  P r z e b i e g  z m i a n  s t ę ż e n i a  f e n o l u  w y k r e ś l o n y  n a  p o d ­

s t a w i e  o b u  t y c h  o z n a c z e ń  w c z a s 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 u  b y ł  a n a l o g i c z n y .  M o ż e  t o  ś w i a d c z y ć  o  n i e p o j a w i a n i u
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s i ę  w ś r o d o w i s k u  f e r m e n t u j ą c y m  f e n o l  -  n o w ych r ,  n i e n a s y c o ­

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

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

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

S z c z e g ó l n i e  c i e k a w e  d l a  o k r e ś l e n i a  m e c h a n i z m u  d e g r a d a ­
c j i  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  w f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  o k a z a ł o s i ę  
w y z n a c z e n i e  k r z y w e j  p r z e b i e g u  C Z T  w p o r ó w n a n i u  z  k r z y w ą  

s p a d k u  s t ę ż e n i a  r o z k ł a d a n e g o  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o  i  p r z e - '  

b i e g i e m  w y t w a r z a n i a  g a z u  ( r y s .  1 ,  3»  5»  ? ) •  R y s u n k i  t e  i -  
l u s t r u j ą  z a s k a k u j ą c e  z j a w i s k o .  R o z k ł a d o w i  o k o ł o  p o ł o w y  
w p r o w a d z o n e g o  s u b s t r a t u ,  n i e z a l e ż n i e  o d  r o d z a j u  f e r m e n t u ­
j ą c e g o  z w i ą z k u  f e n o l o w e g o ,  t o w a r z y s z y ł o  w i d o c z n e  z a h a m o w a ­

n i e  s p a d k u  l u b  n a w e t  w z r o s t  C Z T .  N a l e ż y  p o d k r e ś l i ć ,  ż e  w 
f e r m e n t a c j i  d w u s k ł a d n i k o w e g o  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o  ( p - k r e -  
z o l  +  r a z o r c y n a )  p r z e b i e g  z m i a n  C ZT  m i a ł  w y r a ź n y  c h a r a k t e r  

d w u s t o p n i o w y  ( r y s .  7 ) *
N a s u w a j ą  s i ę  dw a  a l t e r n a t y w n e  t ł u m a c z e n i a  z j a w i s k a  w z r o ­

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

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

n u .  Z a s t o s o w a n a  s k r ó c o n a  m e t o d a  o z n a c z a n i a  C Z T  m o g ł a  n i e  

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

p o t r z e b n e g o  n a  p r z e m i a n ę  z w i ą z k ó w  o r g a n i c z n y c h  d o  k o ń c o ­
w y c h  p r o d u k t ó w  u t l e n i e n i a :  C O g  i  H g O .  U t l e n i e n i e  t o  m o g ł o  

n i e  b y ć  c a ł k o w i t e  w s k u t e k  w a d  m e t o d y c z n y c h .  W t a k i m  p r z y ­
p a d k u  r ó ż n i c a  p o m i ę d z y  t e o r e t y c z n y m  a  o z n a c z o n y m  C Z T  p o ­
w i n n a  b y ć  s z c z e g ó l n i e  w y r a ź n a  d l a  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o .  A -  

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

n i ż  n i e p i e r ś c i e n i o w e  p r o d u k t y  p o ś r e d n i e .  W y n i k a ł a b y  s t ą d  

m o ż l i w o ś ć  z w i ę k s z o n e g o  C Z T  w f a z i e  d e g r a d a c j i ,  w k t ó r e j  
m o g ł o b y  p o j a w i a ć  s i ę  n a j w i ę c e j  p r o d u k t ó w  p o ś r e d n i c h .  D o ­
d a t k o w e  o b s e r w a c j e  w y k a z a ł y  j e d n a k ,  ż e  z w i ą z k i  f e n o l o w e  w 
w a r u n k a c h  p r z e p r o w a d z o n e g o  o z n a c z e n i a  C Z T  u l e g a j ą  p e ł n e m u  
u t l e n i e n i u .  P o z o s t a w a ł a  w i ę c  d r u g a  a l t e r n a t y w a  i n t e r p r e t a ­

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

w y r a ź n e  o p ó ź n i e n i e  s p a d k u  l u b  w z r o s t  C ZT  w p o r ó w n a n i u  ze  

s t a ł y m  s p a d k i e m  s t ę ż e n i a  f e r m e n t u j ą c e g o  z w i i ą z k u  f e n o l o w e ­
g o .  Z j a w i s k o  t o  m o że  b y ć  s p o w o d o w a n e  p r z e z  n a g r o m a d z a n i e  
s i ę  p r o d u k t ó w  p o ś r e d n i c h  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 . W y ­
t ł u m a c z e n i e  t e g o  z j a w i s k a  z d a j e  s i ę  w y j a ś n i a ć  p i e r w s z e  s t a ­

d i a  m e c h a n i z m u  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 ó w  a r o m a t y c z ­
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n y c h .  O t ó ż ,  j a k  s u g e r u j ą  o b s e r w a c j e  F I N A  i  F I S K I N a  [ 5 ]  w 
p r o c e s a c h  b e z t l e n o w e j  d e g r a d a c j i  k w a s u  b e z o e s o w e g o  p r a w d o ­
p o d o b n i e  p r z e b i e g a  w s t ę p n e  n a s y c e n i e  p o d w ó j n y c h  w i ą z a ń ,  

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

ł e m  w o d o r u ,  k t ó r e g o  o b e c n o ś ć  w u k ł a d a c h  e n z y m a t y c z n y c h  

p r z e w i d u j e  B A R K E R  0 7 ]  w s w o im  u o g ó l n i o n y m  s c h e m a c i e  m e t a -  
n o g e n e z y .  W o d ó r  t e n  p o c h o d z i  z p r o c e s ó w  d e h y d r o g e n a c j i  u -  
t l e n i a n e j  c z ę ś c i  s u b s t r a t ó w .  M o ż n a  w i ę c  s p o d z i e w a ć  s i ę ,  ż e  
w s k u t e k  u w o d o r n i e n i a  z  f e n o l i  t w o r z ą  s i ę  o d p o w i e d n i e  c y -  

k l o h e k s a n o l e .  Z w i ą z k i  t e  m a j ą  t e o r e t y c z n e  c h e m ic z n e  z a p o ­

t r z e b o w a n i e  t l e n u  w i ę k s z e  o p o n a d  2 0 %  o d  a n a l o g i c z n y c h  f e ­
n o l i .  W y k a z u j e  t o  t a b l i c a  I I ,  k t ó r a  p o d a j e  teo re tyczne  c h e ­

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

o d p o w i a d a j ą c y c h  im  c y k l o h e k s a n o l i .
P r z e p r o w a d z o n e  b a d a n i a  w s p o s ó b  p o ś r e d n i  d o s t a r c z y ł y  

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

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

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

N a  p o p a r c i e  p o d a n e j  h i p o t e z y  n a l e ż a ł o b y  j e d n a k  u z y s k a ć  
d a l s z e  d o w o d y  n a  i n n e j  d r o d z e .  B a d a n i e  j e d n o c z e s n e j  a d a p ­
t a c j i  ś r o d o w i s k a  f e r m e n t u j ą c e g o  f e n o l  p o w i n n o  n a  p r z y k ł a d  

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

c j i .
W b a d a n i a c h  d y n a m i k 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 i  

p r o w a d z o n o  r ó w n i e ż  k o n w e n c j o n a l n e  o z n a c z e n i a  k w a s ó w  l o t ­
n y c h  ( r y s .  1 ,  3 i  5»  7 ) •  U w a ż a  s i ę  j e  z a  p o w s z e c h n i e  w y s t ę ­
p u j ą c e  ^ m e t a b o l i t y  p o ś r e d n i e  w p r o c e s a c h  f e r m e n t a c j i  m e t a ­

n o w e j  [ 1 7 ] .  P r z e b i e g  z m i a n  s t ę ż e n i a  k w a s ó w  l o t n y c h  n i e  wyda­
w a ł  s i ę  j e d n a k  w s k a z y w a ć  n a  t e  z w i ą z k i  j a k o  na  g ł ó w n e  p r o ­

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

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

z a s z c z e p i a j ą c e g o  i  c o  n a j m n i e j  d z i e s i ę c i o k r o t n i e  n i ż s z e  n i ż  

w a k t y w n e j  f e r m e n t a c j i  m e t a n o w e j  o s a d ó w  o r g a n i c z n y c h  0 3 ]  •
U t r z y m y w a n i e  s i ę  m a ł e g o  s t ę ż e n i a  k w a s ó w  l o t n y c h  w ś r o ­

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

n y c h  p o p u l a c j i  d r o b n o u s t r o j o w y c h ,  z d o l n y c h  d o  r o z k ł a d u  o -  
k r e ś l o n e j  g r u p y  z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h .  Z d r u g i e j  j e d n a k  s t r o ­

n y  o b e c n o ś ć  d u ż y c h  s t ę ż e ń  z w i ą z k u  f e n o l o w e g o  m o g ł a  s p o w o ­

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

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

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 .  Z  t e j  p o c z ą t k o w e j  f a z y  f e r ­

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

O m ó w io n e  c e c h y  o d r ó ż n i a j ą c e  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  f e n o l i  o d  b e ź t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  i n n y c h ,  m n i e j  e g z o ­

t y c z n y c h  s u b s t r a t ó w  -  n i e  w p ł y w a ł y  n a  p e ł n ą  p r z e m i a n ę  z w i ą z ­
k ó w  f e n o l o w y c h  w g a z  f e r m e n t a c y j n y  ( t a b .  i ) .  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  g a z u  t w o r z ą c e g o  s i ę  z  r o z k ł a d u  o k r e ś l o ­

n y c h  p o r c j i  f e n o l i ,  w g r a n i c a c h  b ł ę d u  d o ś w i a d c z a l n e g o ,  b y ­

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

n a n i a  3 U S V / E L L a  P ? ] .
W y d a j e  s i ę ,  ż e  r ó w n i e ż  i n t e r e s u j ą c e  b y ł y  p e w n e  o b s e r w a ­

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

r e z o r c y n y ;  W s k a z a ł y  o n e  n a  w y b i ó r c z e  d z i a ł a n i e  b a k t e r i i  
f e r m e n t u j ą c y c h  t e  z w i ą z k i .  D ow odem  t e g o  m oże  b y ć  w y r a ź n i e  

d w u s t o p n i o w y  p r z e b i e g  r o z k ł a d u  o b u  s u b s t r a t ó w  ( r y s .  ? ) •  
W y k a z a ł y  t o  r ó w n i e ż  b a d a n i a  p r z e p r o w a d z o n e  m e t o d ą  c h r o m a ­

t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  ( r y s .  8 ) .  W s p o s ó b  w y r a ź n y  z a ­
z n a c z y ł a  s i ę  w i ę k s z a  s z y b k o ś ć  r o z k ł a d u  r e z o r c y n y  o d  p - k r e ­

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

s u b s t r a t ó w .  M o ż n a  n a w e t  p r z y p u s z c z a ć ,  ż e  r o z k ł a d  t y c h  d w ó c h  
z w i ą z k ó w  f e n o l o w y c h  n a s t ę p o w a ł  k o l e j n o .  Z a n i k o w i  r e z o r c y n y  

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

k o w i t y m  r o z k ł a d z i e  r e z o r c y n y  ( r y s .  7 ,  8 ) .
P o j a w i e n i e  s i ę  r ó ż n i c  s z y b k o ś c i  b e z t l e n o w e g o  r o z k ł a d u  

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

n y .  w i a d o m o ,  ż e  r e z o r c y n a  w y k a z u j e  s ł a b s z e  w ł a s n o ś c i  a r o ­
m a t y c z n e  n i ż  p - k r e z o l .  M o ż n a  s p o d z i e w a ć  s i ę ,  ż e  w skutek  t e j  
r ó ż n i c y  r e z o r c y n a  b y ł a  b a r d z i e j  p o d a t n a  n a  d r o b n o u s t r o j o w e  

p r z e m i a n y  b i o c h e m i c z n e .

N a  s z c z e g ó l n 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  d w u s k ł a d ­
n i k o w e g o  s u b s t r a t u  f e n o l o w e g o  m ó g ł  m i e ć  r ó w n i e ż  p e w i e n

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

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

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

g o :  m i e s z a n i n y  r ó w n y c h  s t ę ż e ń  p - k r e z o l u  i  r e z o r c y n y .

S T R E S Z C Z E N I E

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

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

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

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

w  f a z i e  a k t y w n e j  f e r m e n t a c j i  d a w k i  1 0 0 0  m g / l  z w i ą z k u  f e n o ­

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

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

m i c z n e g o  z a p o t r z e b o w a n i a  t l e n u  ( C Z T )  c i e c z y  f e r m e n t u j ą c e j ,  

M e t o d y  c h r o m a t o g r a f i i  c i e n k o w a r s t w o w e j  w y k a z a ł y ,  ż e  z w i ą z ­

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

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

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

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

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

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

n i c z n y c h .

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

n e  s t a d i a  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  p o l e g a j ą  n a  u w o d o r ­

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

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

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

p r o c e s  m e t a n o g e n e z y ,

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

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

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

m e n t o w a n i u  r e z o r c y n y .  Ł a t w i e j s z y  r o z k ł a d  f e r m e n t a c y j n y  r e ­

z o r c y n y  m o ż n a  t ł u m a c z y ć  p r z e z  s ł a b i e j  z a z n a c z o n e  w ł a s n o ś c i  

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

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

f e r m e n t a c y j n e g o ,  k t ó r y  m oże  m i e ć  p r a k t y c z n e  z n a c z e n i e  w 
t e c h n o l o g i i  b i o c h e m i c z n e j  p r o c e s ó w  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 l i t e c h n i k a  Ś l ą s k a

K a t e d r a  T e c h n o l o g i i  W o d y  i  Ś c i e k ó w
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KCCJEH03AHHH nO- 3WHAMHKE AHA3P0BH0K J1ETPAHAI0M HEKOTOF4X ®EHOjX)B  

B  METAHOBOM BPOKSHMH

P  e 3 io M e

HpoBemeHO zccJieÄOBaHHH n o  uzHaMBKe aH aapoÓ H O ź a e rp a a a u H B  ębeHOza, p -K p escw ia  z  
p e 3 o p u a H a  b  MeTaHOBOM ó p o x e ra n i  b  n epE oazq ecK E X  ycJiOBEHX. CMëmaHHHe n o n y jc n o m  
OaKTepHH 3 T o ro  d p o ise ro w  aaan T au zo H H O  npzMeHeHH k  noom oM y npeBpanieHBD $eHOJn>- 
HHX cyócT paT O B  b  JepM eHTaim oHHHii r a 3 .  O Ö H apyseH O , h t  o  b  aKTHBHoft ç a  36  ó p o x e -  
HHH Ä03H 1 0 0 0  w r / j l  ÇjeHOJIBHOrO COeftHHeHEH B c p e n e  ópOXeHHH H8K0IIHJIHCB He 0 -  
n p e s e jie iff lH e  npoM exyroH H H e nponyK TH  aHappoÔHOË a e rp a a a u H H  ÈeHOJiOB.  3 r o  HBJieHHe 
BHHBBJIOCB nOCpeUCTBOM nepHOÂEHeCKOrO pO'CTa XHMHneCKOË nOTpeÖHOCTK B KECJIOpO- 
a íT  (XIIK) $epM eHramiOHHOË c p e a u .  MeTouH t o h k o c j to ë h o ë  x p o M aT o rp a$ H E  n o K a a a jn i ,  
h t  o  y  3THX coenzH eH H Ë  He ö h jio  c b o ë c t b  B;e$eHOJiOB, H a n p m e p ,  ak p o icaT ex H H a, k o -  
T o p u S  BHCTynaeT b  K aq ec T B e  ocH O B H oro n p o M e x y ro a H o ro  n p o a y x T a  a sp o Ô H o ro  M eTa- 
Ó 0JK 3iE4)eH 0JIŁH H X  COe*EHeHEËo IIpHIIUIE K 3âK0D0HeHED, HTO nepHOUEHeCKH HErpOMOH- 
aaroinEecH npoM exyroH H H e nposyK T H  H M eai x a p a K T e p  HacHineHHHX coe«E H eH H Ë . O uhekc 
s t o  He öH JH ^jreTyH H e k b c j i o t h ,  mHpoKO B u cT ynaB inze  b  MeTaHOBOM dpcxeH Z H  o p r a m -
aeCKHX HJïOBo

IIpoH3BeB;eHHHe HccJieuoBaHHH r & j m  b o 3 M o x h o c tb  yôefiHTBCH b  tom , h to  n pe flB ap H -  
TeoiLHtie 3Tann  aHaapoÔHOË aerpa.ua uhb ÇeHOjioB 3axjm ajO TCH  b  n w p o re H H 3 a u H H  a p o -  
MaTHaecKOË C TpyKTypH  c  00pa30BaH neM  aoiHUEKonmecKEX coeaBHem rit b  K a q e cT 3 e  n p o -  
MexyTOHHHX npoAyKTOB b  MeTaHOBOM dpoxeHHH ÇeHOJTOB. rHnporeH H3auH H  3Ta o n e p e -  
xaeT  pacm en^eane  Koortua n p o M e xy T o aH o ro  a.rauzKJiEH ecKoro  coeaHHeHEH h  aaJiBHeit- 
idhë n p o n ecc  M eTaH oreH e3H ca.

B  aHaapoÔHOË aerpaaauEz asyxicoMnoHeHTHoro $eHOJn.Horo cydcTpaTa odHapyxeHO 
npKo ÂByxcTeneHHHË xoa npouecca. Bpoxerae p-Kpe30Jia npoH3BouHJiocB t o z b k o  h to  
nocjre ôpoxeHHH pe3opuEHa. Bojiee CBodouHyB aerpaaauHio OpoxeHHH pe3opuHHa moxho 
nOHCHHTB CJHdee OTMeqaEIHHMECH a pOMaT EH e CHUME CBOËCTBaME 3T0T0 ÄE$eHOJIH, H6M
p-Kpe3oaa.

K axeTCH , h to  m Ô M ix e m m ,  iiaKonoreHŁi b  npoE3BeaeH H nx EccjreaoBaHHHX n p E ro u H T -  
CH npz onpeaeaeHHE ocHOBanEË npouecca öposeHEH, k o to p h ë  m oz$t em ctb  *n p a x T H -  
qecKoe 3HaaeHHe b ÖEOXEMEnecKoß TexHOJiorEH npoueGCOB o h e c tk e  $6H0JIBHHX c t o u -  
HHX BOU.

CBJie3CKEË nO JIBT  exHEHeCKEË HHCTETyT  
Ka$eapa T e x H O J io rE H  b o u h  h  c t o h h h x  b o u
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A N  I N V E S T I G A T I O N  O F  T H E  D Y N A M IC S  O F  A N A E R O B IC  D E C O M P O S I ­

T I O N  O F  S O M E  P H E N O L S  I N  T H E  M E T H A N E  F E R M E N T A T IO N

S u m m a r y

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

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

t i o n  o f  t h e  d o s e  o f  1 0 0 0  p . p . m .  o f  p h e n o l i c  c o m p o u n d .  T h e  
m i x e d  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n s  o f  t h i s  f e r m e n t a t i o n  p r o c e s s  
w e r e  a c c l i m a t e d  t o  c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  p h e n o l i c s  t o  t h e  

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

s o m e  u n i d e n t i f i e d  p r o d u c t s  w e r e  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  f e r m e n ­
t a t i o n  m e d iu m .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  s h o w n  b y  t e m p o r a r y  i n ­
c r e a s e d  v a l u e s  o f  CO D  o f  t h e  f e r m e n t i n g  l i q u o r .  T h e  t h i n -  
- l a y e r  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h o s e  u n ­
k n o w n  i n t e r m e d i a t e s  h a d  n o  d i h y d r o x y b e n z e n e  p r o p e r t i e s  s u c h  

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

o f  p h e n o l i c s .
T h e  r e s u l t s  o f  p e r f o r m e d  i n v e s t i g a t i o n s  s h o w e d  th a t  t h e ­

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

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

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

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

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

t h e  m e t h a n o g e n e s i s  f r o m  t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s «
A  d i s t i n c t  t w o - s t a g e s  c o u r s e  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n  w as  o b ­

s e r v e d  d u r i n g  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  t w o  -  c o m p o n e n t  

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

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

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

t h o s e  o f  p - c r e s o l .
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I t  s e e m s ,  t h a t  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  w i l l  b e  u -  
s e f u l  f o r  t h e  b a s i c  k n o w l e d g e  o f  t h e  m e t h a n e  f e r m e n t a t i o n  
o f  p h e n o l s .  T h i s  p r o c e s s  c o u l d  b e  p r a c t i c a l l y  a p p l i e d  f o r  

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

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


