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JERZY CHMIELOWSKI, WOJCIECH WASILEWSKI

BADANIA NAD DYNAMIKA BEZTLENOWEGO ROZKLADU
KILKU FENOLI W FERMENTACJI METANOWEJ

Dotychczas podejmowane prace biochemiczne, nad fermentacja
metanowg fenoli [1. 2, 3] lub pokrewnych zwigzkow aroma-
tycznych D, 5] nie wyjasnity mechanizmu beztlenowej de-
gradacji struktury aromatycznej. Badania CHMIELOWSKIlego,
GROSSMANa i LABUZEK pf) dowiodty, ze jest to jednak mecha-
nizm zupetnie rézny od tlenowych szlakéw przemian zwigzkow
aromatycznych (6, 7» 8], Szczegé6lnie zaskakujacy byt rak
zdolnoé$ci adaptacyjnego fermentowania pirokatechiny tif),
ktéra ulega tatwo rozktadowi przez drobnoustroje w warun-
kach tlenowych. Jest ona bowiem powszechnym produktem po-
§rednim w tlenowej degradacji fenoli i innych zwigzkow a-
romatycznych Qj, 7, 8j. Gdyby mechanizm beztlenowego roz-
ktadu fenolu byt zblizony do szlakéw tlenowej degradaciji
tego zwiazku - drobnoustroje fermentacji metanowej powinny
adaptowac¢ sie rownie tatwo do rozktadu fenolu jak i piro-
katechiny. Co wiecej, $rodowisko rozktadajgce fenol powin-
no na podstawie zjawiska jednoczesnej adaptacji by¢ przy-

stosowane zaréowno do degradacji fenolu jak i pirokatechi-
ny, Nie udato sie jednak wywota¢ fermentacji pirokatechi-
ny. Roéwniez obserwacje CLARKa i FINA (VJ oraz FINA i FIS-
KINa wykazaty, ze $Srodowisko przystosowane do beztle-

nowego rozktadu kwasu benzoesowego nie fermentowato piro-
katechiny.
Omoéwione obserwacje $wiadczag o istotnej réznicy w me-

chanizmie tlenowego i beztlenowego rozktadu zwigzkéw feno-
lowych. Mozliwos$ci zastosowania fermentacji metanowej zwigz-
kéw fenolowych dla celéw praktycznych w technologii i in-
zynierii sanitarnej wymagaja jednak znajomos$ci tego mecha-
nizmu. Podjeto wiec préby zbadania dynamiki beztlenowego
rozktadu kilku fenoli fermentujgcych. Wydawato sie, ze ta-

kie obserwacje moga w przysztos$ci utatwi¢ ustalenie mecha-
nizmu adaptowanej fermentacji metanowej fenoli.
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Badania nad dynamika beztlenowego rozktadu

Tubusy dolne zaopatrzone . rurki gumowe i $ciskacze pozwa-
laty na pobér préb do analizy. Préoby te pobierano przy ma-
tym nadci$nieniu gazu v; komorze fermentacyjnej.

0O znaczanie fenoli i chromatografia cienkowarstwowa fenoli
W badaniach fermentacyjnego rozktadu poszczegélnych sub -

stratéw prowadzono kontrole analityczng fenolowego zwigzku
dozowanego i pozostatego w Srodowisku fermentacyjnym«

Fenol oznaczano bezposrednio z $rodowiska fermentacyj -
nego metoda kolorymetryczna 2z p-nitroanilina [111] oraz u -
mowna metoda bromometryczna B U . Wooreakciji z zdwwuazowana
p-nitroanilina p-krezol wykazuje duza biernos$c¢. Oznaczano
wiec p-krezol umownie metoda bromometryczna 011 . zas re -
zorcyne oznaczano metoda kolorymetryczna z p-nitroanilina
01]

W przypadku substratu mieszanego (.rezorcyna + p-krezol;
fenole ogo6lne oznaczano wumownie metoda bromometryczna.,. re -
zorcyne kolorymetrycznie z p-nitroanilina, zas$ p-krezol o -
kres$lano w sposob przyblizony z ré6znicy tych oznaczen .

Woocelu analityczne]j identy fikacij.i poszczego6lnych-= fenol.i
jedno i wielowodorotlenowych w $rodowiskdu fermentacyjnyn
pos+t+uzono sie metoda chromatografi.i cienkowarstwowegj.O0pra-
cowano metode umozliwiajaca rozdzielenie grupy fenoli jed-
nowodorotlenowych od poszczegolnych fenoli wielowodorotleno -
wych, Rozdziat tak.i uzyskano w warstwach Kiselge./ G przez
rozmycie mieszanina benzenu i octanu etylu (4 1) .

Opracowana metoda chromatografii cienkowarstwowej oka-
zata sie prostsza od znanych metod rozdziatu fenoli [9T10],
Byta ona szczegélnie uzyteczna dla celéw przeprowadzonych
badan. Umozliwiata nalezyty rozdziat p-krezolu od rezorcy-
ny w badaniu fermentacji substratu mieszanego. Pozwolita
tez na przeprowadzenie obserwacji, ktére wykluczyty poja-
wianie sie pirokatechiny jako produktu posredniego z bez-
tlenowym rozktadzie fenoli jednowodorotlenowych.

PEy tki do chromatografi.i cienkowarstwouwej przygotowywa -
nej przez sporzadzenie pasty z 1,1 g Kiselgel 6 (Merck) i
3,3 w1 wody destylowane.]j. Paste rozprowadzano ro6wnomiernie
na cate]j powierzchon.i Pty tki szklane]j o wymiarach 8.5x155m,
ktora umieszczano na poziome.j ptaszczyznie celen wysusze -
nioa . Po wyschnieciu warstwy na powietrzu, ptytke suszono
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ty w preparacie Kiselgel G powodowat tworzenie sie do-
brze przylegajgcej warstwy zelu na ptytce szklanej.
Analizowane proby S$rodowiska fermentacyjnego w ilosci
5 do 10 jlll nanoszono bezpos$rednio na ptytki chromatogra-
ficzne. Chromatogramy rozwijano metodag wstepujaca miesza-
ning benzenu i octanu etylu (4:1) w szczelnie zamknietych

komorach, wytozonych bibutg filtracyjnag zanurzong W roz-
puszczalniku rozmywajgcym. Chromatogramy wysuszone na po-

wietrzu wywotywano przez spryskiwanie roztworem 0,1 g z
dwuazowanego kwasu sulfanilowego w 20 ml 10% roztworu sody
[9]. Identyfikacje poszczeg6lnych fenoli prowadzono na

podstawie potozenia plamy na chromatogramie w poréwnaniu z
substancjami wzorcowymi,

W kilku przypadkach w celu rozdzielenia fenoli jednowo-
dorotlenowych uzyto techniki cienkowarstwowej chromatogra-
fii dwukierunkowej opracowanej przez CRUMPa [10] dla iden-

tyfikacji fenoli, wystepujgcych w produktach naftowych. Fe-
nole jednoworotlenowe rozdzielano w postaci barwnikéw azo-
wych. W tym celu fenole zawarte w prébie sprzegano z zdwu-
azowang p-nitroanilinag w Srodowisku alkalicznym . Tak przy-
gotowany roztwo6r nanoszono w ilo$§ci 5 na ptytke po-
krytg warstwg Kiselgel G nanoszonej w postaci pasty z
0,5 n wodnym roztworem NaOH. W celu dwukierunkowego roz-
mycia chromatogramu stosowano dwa uktady rozpuszczalniko6w:
chloroform =z acetonem (9:1) oraz benzen z monoetyloaming
(4:1). ldentyfikacje zwigzkéw fenolowych prowadzono na pod-

stawie potozenia plamy na chromatogramie i charaktery-
stycznego zabarwienia [10]. Intensyfikacje barwy plam
zwigzkéw fenolowych uzyskiwano przez dziatanie gazowego a-
moniaku na ptytki chromatograficzne wysuszone na powie-
trzu.

Pomiary wytwarzania Razu fermentacyjnego

Og6lng ilos§¢ wytwarzanego gazu w fermentacji metanowej wy-
znaczano' przez manometryczny pomiar cié$nienia w komorze
fermentacyjnej za pomocag manometru,rteciowego metoda 0-
pracowang przez CHMIELOWSKIego [12, 13] w pracach wczes-
niejszych. Wytwarzanie gazu fermentacyjnego przeliczano na
1 1itr masy fermentujgcej w komorze dos$wiadczalnej. W wa-
runkach periodycznych przeprowadzanych badan pobor préb

zwiekszat objetos$¢é gazowag w komorach, W celu unikniecia
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btedéw konieczne byto dla poszczegdélnych pomiaréw korygo-
wanie wartoséci statej C komory w obliczeniach wytwarza-
nia gazu 02, 13].

Konwencjonalne oznaczenia analityczne $rodowiska fermenta-
cMjnego

Charakterystyke analityczng fermentujgcych $rodowisk opar-
to na oznaczeniach stezenia kwaséw lotnych i alkalicznos$ci,
ktére przeprowadzano weditug STANDARD METIIODS 04]; pH ba-
dano potencjometrycznie przy pomocy elektrody szklanne j, za$
CZT oznaczano metodg, skrécong O05].

Skrécone oznaczenie CZT polegato na wprowadzaniu do 10

ml prébki odsaczonej przez ultrafiltr membranowy - matej
ilo$ci siarczanu srebra w celu zwigzania chlorkéw. Wprowa-
dzano nastepnie 5 ml roztworu 0,25 n KgCrgO,-, i 15 ml ste-

zonego kwasu siarkowego. Powodowato to silne zagrzanie sie
proby. Po 5 minutach dodawano 15 ml wody destylowanej zas
po ostygnieciu prébki wprowadzano 2 krople ferroiny ' jako
wskaznika i miareczkowano 0,25 n roztworem soli Mohra. ROw-
nolegle przeprowadzano "Slepa probe" z wodag destylowang za-
miast badanego przesgaczu. Wynik analizy przeliczano na mg
tlenu zuzytego na chemiczne zapotrzebowanie tlenu (CZT)
przez litr badanego $rodowiska.

Przebieg dos$wiadczen

Adaptacja.fermentacji metanowej do beztlenowej degradaciji

fenolu, p-krezolu i rezorcyny

Przystosowanie $érodowiska technicznie przefermentowanego
osadu biogennego do rozktadu fenoli prowadzono w labora-
toryjnych komorach fermentacyjnych. Zawieraty one w okoto
1/3 objetoséci mase zaszczepiajacag fermentacje metanowg.
Przed rozlaniem do komdér osad fermentujacy mieszano w sto-
sunku 4:1 z surowym osadem biogennym i w celu ujednoérod-

nienia cedzono przez sito o $Srednicy oczek okoto 3 mm. Do-
datek osadu surowego stosowano w celu pobudzenia fermenta-
cji w okresie adaptacji drobnoustrojow tego Srodowiska do
rozktadu fenoli. Komory przeptukiwano gazowym technicznym



100 J. Chmielowski. W. Wasilewski

dwutlenkiem wegla celem uzyskania warunkéw beztlenowych
wymaganych w procesach fermentacji metanowej.

Adaptacja Srodowiska opracowana w badaniach wczesniej-
szych C2, 3] polegata na wprowadzaniu do masy fermentuja-
cej rosngcych dawek substratu fenolowego w iloS$ci od 100
do 1000 mg/l w odstepach okoto 3-dniowych. W ten spos6ob a-
daptowano komory dos$wiadczalne do rozktadu fenolu, p-kre-
zolu i rezorcyny.

W adaptacji $rodowiska fermentacyjnego do rozktadu dwu-
sktadnikowego substratu fenolowego: p-krezolu i rezorcyny
zastosowano wstepng adaptacje uktadu do degradacji rezor-
cyny w stezeniu 1000 mg/l. Wtérne przystosowanie do roz-
ktadu p-krezolu nastgpito przez wprowadzanie co kilka dni
dawek 500 mg/l p-krezolu. Tak zaadaptowany osad przystoso-

wano nastepnie do réwnoczesnego rozktadu rezorcyny i p-
-krezolu w porcjach po okoto 500 mg/1I.
W celu kontroli przebiegu fermentacji w seriach adap-

tacyjnych prowadzono resztkowgag fermentacje w komorach nie-
obcigzonych substratem fenolowym.

Beztlenowa degradacja fenolu w fermentacji metanowej

Sledzono przebieg fermentacji metanowej jednorazowo wpro-

wadzonej dawki 1000 mg/l fenoli przez adaptowane $rodowis-
ko fermentacyjne. W chwili rozpoczecia dos$wiadczenia pobie-
rano przez tubus dolny 100 ml prébki w celu wykonania a-
nalizy wstepnej $rodowiska. Nastepnie wprowadzano dawke
1000 mg/l fenolu i ponownie pobierano 100 ml masy fermen-
tacyjnej do analizy (godzina 0 doswiadczenia). W odste-

pach 12-godzinnych odprowadzano po 100 ml tej masy w celu
wykonania oznaczen analitycznych. Postepowanie takie po-

wtarzano az do zaniku gazowania. W tych samych odstepach
czasu mierzono ci$nienie wytworzonego gazu. Cisnienie to
kazdorazowo likwidowano po pomiarze.

Dynamike zmian zachodzacych w $Srodowisku fermentacyjnym
w czasie degradacji wprowadzonej dawki fenolu okres$lano na
podstawie oznaczen stezenia fenolu prowadzonych koloryme-
trycznie i bromometrycznie, CZT, stezenia kwasow lotnych,
alkalicznos$ci, pH i wytwarzania gazu fermentacyjnego. u-
mowne oznaczenie fenoli metodg bromometryczng miato na ce-
lu wykazanie zmian "ogdlnej liczby bromowej" Srodowiska w
poréwnaniu z testem kolorymetrycznym.
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Rys. 2, Chromatografia cienkowarstwowa Srodowiska fermen-
tujacego fenol. Kiselgel G. Rozmycie mieszaning benzenu i
octanu etylu (4*1)
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Rys. 4. Ghromatografia cienkowarstwowa Srodowiska fermen-
tujgcego p-krezol, Kiselgel G, Rozmycie mieszaning benzenu
* i octanu etylu (4*1)
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Rys» 6. Chromatografia cienkowarstwowa sSrodowiska fermen-
tujgcego rezorcyng. Kiselgel G. Rozmycie mieszaning ben-
zenu i1 octanu etylu (4:1)
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Rys. 8, Chromatografia cienkowarstwowa sSrodowiska fermen-
tujacego p-krezol 1 rezorcyne. Kiselgel G. Rozmycie miesza-
ning benzenu i1 octanu etylu (4:1)



Badania nad dynamika beztlenowego rozktadu...

Dynamike fermentacji metanowej fenolu w jednej z komor
doswiadczalnych obrazuje Rys. 1. Przebieg zmian stezenia
fenolu w czasie tej fermentacji wykazano réwniez metoda
chromatografii cienkowarstwowej (rys. 2).

Beztlenowa degradacja p-krezolu w fermentacji metanowej

Obserwacje przebiegu fermentacji p-krezolu w komorze za-
adaptowanej do rozktadu p-krezolu rozpoczeto po odfermen-

towaniu ostatniej dawki w serii adaptacyjnej tego zwiagzku.
Nastepnie pobrano 100 ml prébki do analizy wstepnej, po
czym po wprowadzeniu p-krezolu w ilo$§ci 1000 mg/l ponownie
pobrano prébe o objetos$ci 100 ml (godzina 0 dosSwiadcze-

nia). Dalsze 100 ml préby pobierano w poczgtkowym przebie-
gu procesu w odstepach 12godzin za$ pézniej,wskutek wolniejszej
fermentacji, co 24 godziny az do zaniku gazowania. Jedno-
cze$nie z poborem préb mierzono ci$nienie wytworzonego ga-
zu i kazdorazowo likwidowano je. Pobrane proéby stuzyty do
wykonywania oznaczen p-krezolu bromometrycznie w spos6b u-
mowny, CZT, kwaséw lotnych, alkalicznos$ci i pH. W tej se-
rii baddn nie mozna byto stosowaé¢ kolorymetrycznego ozna-
czenia zwigzku fenolowego, poniewaz p-krezol wykazuje bier-
no$¢ w reakcji p-nitroanilinowej.

Dynamike beztlenowego rozktadu p-krezolu podaje rys.3*
Chromatogram na rys. 4 obrazuje spadek stezenia p-krezolu
w czasie tej fermentacji metanowej.

Beztlenowa degradacja rezorcyny w fermentacji metanowej

Przebieg fermentacji rezorcyny badano w komorach zaadapto-
wanych do rozktadu rezorcyny. Do tego S$rodowiska wprowa-
dzano dawke 1000 mg/l substratu i pobierano 100 ml préby
dla wykonania analizy wstepnej (godzina 0 doswiadczenia).
Dalsze préby pobierano co 8 godz. az do zaniku fermenta-
cji, W probach tych oznaczano: rezorcyne kolorymetrycznie,
CZT, kwasy lotne, alkaliczno$¢ i pH. Jednoczes$nie z pobo-
rem préb prowadzono pomiary wytwarzania gazu.

Dynamike rozktadu rezorcyny w fermentacji metanowej po-
daje rys. 5. Chromatogram na rys. 6 obrazuje spadek steze-
nia rezorcyny w czasie tej fermentacji.
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Beztlenowa degradacja dwusktadnikowego substratu fenolowe-
go: rezorc.yn.y i p-krezoiu

Badano dynamike beztlenowego rozktadu dwusktadnikowego
substratu fenolowego: p-krezolu i rezorcyny - w fermen-
tacji metanowej adaptowanej do degradacji poszczeg6lnych
fenoli. Do komory fermentacyjnej zaadaptowanej do rozktadu
rezorcyny i p-krezolu wprowadzano po okoto 500 mg/l kazde-
go z tych substratéw i pobrano 100 ml proéobki do analizy
wstepnej (godzina 0 doswiadczenia). Pobierano nastepnie
kolejne 100 ml préby w odstepach co 12 godz. W tych odste-
pach czasu prowadzono réwniez pomiary wytwarzanego gazu.
W pobranych prébach $rodowiska fermentujgcego oznaczano
fenole og6lne metoda bromometryczng za$ rezorcyne kolory -
metrycznie; p-krezol okre$lano umownie z ré6znicy oznaczen
fenoli ogé6lnych i rezorcyny.

Przebieg fermentacyjnego rozktadu obu substratéw feno-
lowych (p-krezol + rezorcyna) podaje rys. 7» Spadek-steze-
nia poszczegdlnych fenoli w czasie tej fermentacji wykaza-
no chromatograficznie na rys. 8.

Obserwacje ogélne

VI celu wykazania stopnia przemiany substratéw fenolowych w

gaz fermentacyjny w tablicy | poréwnano catkowite ilosci
gazu uzyskane w przeprowadzonych badaniach z ilos$cia ste -
chiometryczng D O . ktéra odpowiadata porcjom fermentowa-
nych zwigzkéw fenolowych.

W tablicy Il zestawiono teoretyczne wartos$ci chemiczne-
go zapotrzebowania tlenu (CZT) badanych fenoli i odpowia-
dajacych im cykloheksanoli. Zestawienie to wykazuje wzrost
CZT wskutek uwodornienia struktury pierécieniowej zwigz-
kow .

Omoéwienie wynik ©ow

Przeprowadzone badania stuzyty do wstepnej obserwacji me-

chanizmu rozktadu zwigzkéw fenolowych w fermentacji meta-
nowej. Mieszane populacje bakteryjne tej fermentacji byty
wstepnie przystosowane do beztlenowego rozktadu poszcze-

goélnych fenoli.



w beztlenowym rozktadzie Kkilku zwigzkéw fenolowych,

Wytwarzanie gazu fermentacyjnego

Tablica

stwierdzone doswiadczalnie i1 obliczone stechiometrycznie z rownania BUSWELLa

Substrat
fenolowy

fenol

p-krezol

rezorcyna

p-krezol
+

rezorcyna

Dawka

substratu

104-5
1020

965

1037
1028

4-87

358

Symbol
komory

Vi

stechiome- doswiad-

tryczna czalna
mg/l ml/l
1495 1481
14-60 1452
1400 1432
1268 1300
1258- 1269
1144 1211

Ilo§¢ gazu fermentacyjnego

% ilosci
stechio-
metrycznej

99*1
99,0

102,3

102*5
10d ,0

105,8

peu eluepeg

ofamousajlrzag y1weuip

npetyzou



Teoretyczne

Substrat

fenol
cykloheksanol

p-krezol
metylocykloheksanol

rezorcyna
cykloheksanol

Tablica

chemiczne tlenu kilku fenoli

i odpowiednich

zapotrzebowanie (CzT)
cykloheksanoli

Teoretyczne CZT

Przyrost
1000 mg substratu

Teoretyczne
teoretycznego

molowe CZT przed i po uwo-
. . CzT
g o2 dornieniu
%
mg 02
224 2383 21,4
272 2894
272 2519 17 7
320 2963 '
208 1891
23,6
256 2338

¢T1

“ISmojatwyd

d
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Bardzo niewiele wie sie o0 przebiegu beztlenowej degra-

dacji fenoli. Prace STANIERa [6, EVANSa [7], ROGOFFa [8]
i innych wyjasénity szlaki drobnoustrojowego rozkiadu zwigz-
kéw aromatycznych w warunkach tlenowych. Przez izolacje
metabolitow posSrednich tych przemian [7] lub procesy jed-
noczesnej. adaptacji oo wykazali oni, ie pirokatechina

jest gtownym produktem przejSciowym, wspélnym dla wiekszo-
§ci zwiazkéw aromatycznych. Okazato sie jednak, ze piroka-

techina nie stanowi zwigzku posredniego w beztlenowym
rozktadzie fenoli. Wykazaty to badania CHMIELOWSKIego,cros-
SMANa i LABUZEK w ktérych nie udato sie wywotaé fer-
mentacji 'pirokatechiny. ROwniez obserwaoje CLARCKa i FINA
W wykazaty, ze pirokatechina nie podlega fermentacji w
Srodowisku przystosowanym do beztlenowego rozktadu kwasu
benzoesowego. Nie stwierdzono w tych badaniach zjawiska

jednoczesnej adaptacji do pirokatechiny. Obserwacje te wy-
tagczajag pirokatechine z mozliwych zwigzkéw posSrednich bez-
tlenowej degradacji fenoli. Wyniki badan FINA i FISKINajj?]
nad fermentacjg metanowa kwasu benzoesowego sugerujag, ze
beztlenowa degradacja tego zwigzku aromatycznego przebiega
przez wstepne nasycenie pier$§cienia, po czym nastepuje je-
go rozerwanie pomiedzy weglem (03] i z uwolnieniem
propionianu. Innych kwaséw nie udato sie izolowaé¢ z $rodo-
wiska tej fermentacji.

Jednym 2z zadan niniejszej pracy byto wstepne zoriento-
wanie sie w charakterze zwiazkéw posrednich, ktoére tworza
sie wskutek beztlenowej degradacji aromatycznej struktury
fenoli. Obserwacje chromatograficzne rozktadu fenoli i p-
-krezolu oraz rezorcyny (rys. 2, 4-, 6) w fermentacji meta-
nowej przeprowadzone w trakcie badan wykazaty, ze W pro-
cesie tym nie pojawiajg sie zwigzki posérednie o charakte-
rze fenoli. Chromatograficznie nie wykryto takich zwigzkdéw
obok pojedynczego substratu fenolowego wprowadzanego do
Srodowiska fermentacji.

Opierajac sie na analogii z tlehowag degradacja fenoli
mozna byto spodziewaé¢ sie powstawania pos$rednich produktéw
rozktadu o charakterze zwigzkédw nienasyconych [7, 8] Sta-

rano sie je wykry¢é przez oznaczenie "ogélnej liczby bromo-
wej" Srodowiska, wyrazonej umownie w mg/l fenolu i poréw -
nanie tego stezenia fenolu z oznaczonym kolorymetrycznie
(rys, 1). Przebieg zmian stezenia fenolu wykre$lony na pod-
stawie obu tych oznaczen w czasie beztlenowego rozktadu

fenolu byt analogiczny. Moze to $wiadczyé¢ 0 niepojawianiu
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sie w $Srodowisku fermentujacym fenol - nowychr, nienasyco-
nych zwigzkéw posSrednich. W przeciwnym wypadku krzywa spad-
ku "ogélnej liczby bromowej" roztworu nie pokrywataby sie
z przebiegiem spadku stezenia fenolu oznaczonym koloryme -
trycznie i miataby prawdopodobnie inny charakter.
Szczegb6lnie ciekawe dla okres$lenia mechanizmu degrada-
cji zwigzkéw fenolowych w fermentacji metanowej okazatosie

wyznaczenie krzywej przebiegu CZT w poréwnaniu z krzyw g
spadku stezenia rozktadanego substratu fenolowego i prze-'
biegiem wytwarzania gazu (rys. 1, 3» 5» ?)e Rysunki te i-
lustrujag zaskakujagce zjawisko. Rozktadowi okoto potowy

wprowadzonego substratu, niezaleznie od rodzaju fermentu-
jacego zwigzku fenolowego, towarzyszyto widoczne zahamowa-
nie spadku lub nawet wzrost CZT. Nalezy podkresdlic, ze w
fermentacji dwusktadnikowego substratu fenolowego (p-kre-
zol + razorcyna) przebieg zmian CZT miat wyrazny charakter
dwustopniowy (rys. 7)*

Nasuwajg sie dwa alternatywne tiumaczenia zjawiska wzro-
stu wartoéci CZT w obserwowanym uktadzie izolowanym.

Zahamowanie spadku CZT lub jego wzrost mogto wynikaé¢ z
samej metodyki oznaczenia chemicznego zapotrzebowania tle -
nu. Zastosowana skrécona metoda oznaczania CZT mogta nie
dawa¢ petnej wartos$ci teoretycznego zapotrzebowania tlenu,
potrzebnego na przemiane zwiazkéw organicznych do konco-
wych produktéw utlenienia: COg i HgO. Utlenienie to mogto
nie byé¢ catkowite wskutek wad metodycznych. W takim przy-
padku r6znica pomiedzy teoretycznym a oznaczonym CzZT po-
winna byé szczegélnie wyrazna dla substratu fenolowego. A-
romatyczne zwigzki fenolowe powinny sie wutlenia¢ trudniej

niz niepierécieniowe produkty posSrednie. Wynikataby stad
mozliwo$¢é zwiekszonego CZT w fazie degradacji, w ktérej
mogtoby pojawia¢ sie najwiecej produktéow posrednich. Do-
datkowe obserwacje wykazaty jednak, ze zwigzki fenolowe w

warunkach przeprowadzonego oznaczenia CZT ulegaja petnemu
utlenieniu. Pozostawata wiec druga alternatywa interpreta-
cji zjawiska.

W fazie przefermentowania potowy substratu obserwowano
wyrazne opo6znienie spadku lub wzrost CZT w poréwnaniu ze
statym spadkiem stezenia fermentujgcego zwiigzku fenolowe-
go. Zjawisko to moze by¢ spowodowane przez nagromadzanie
sie produktéw posSrednich beztlenowej degradacji fenoli.Wy-
ttumaczenie tego zjawiska zdaje sie wyjasnia¢ pierwsze sta-
dia mechanizmu fermentacji metanowej zwigzkow aromatycz-
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nych. Otéz, jak sugerujag obserwacje FINA i FISKINa [5] w
procesach beztlenowej degradacji kwasu bezoesowego prawdo-
podobnie przebiega wstepne nasycenie podwdéjnych wigzan,

struktury aromatycznej poprzedzajgce rozerwanie piers$cie-
nia. Nasycenie to, jak sie wydaje, moze nastgpic z udzia-
tem wodoru, ktérego obecnos$é¢ w uktadach enzymatycznych
przewiduje BARKER 07] w swoim wuogélnionym schemacie meta-
nogenezy. Wodér ten pochodzi z procesow dehydrogenacji u-
tlenianej czed$ci substratow. Mozna wiec spodziewaé¢ sie, ze
wskutek uwodornienia z fenoli tworzg sie odpowiednie cy-
kloheksanole. Zwigzki te majg teoretyczne chemiczne zapo-
trzebowanie tlenu wieksze o ponad 20% od analogicznych fe-
noli. Wykazuje to tablica Il, ktéra podaje teoretyczne che-
miczne zapotrzebowanie tlenu dla obserwowanych fenoli i
odpowiadajgcych im cykloheksanoli.

Przeprowadzone badania w sposob posredni dostarczyty
dowodéw umozliwiajgcych postawienie hipotezy wstepnego u-
wodornienia aromatycznej struktury fenoli z utworzeniem
zwigzkow alicyklicznych jako produktéw przejsciowych w fer-
mentacji metanowej fenoli. Uwodornienie to poprzedza roz-
szczepienie piers$cienia alicyklicznego zwigzku posSredniego
i dalszy proces metanogenezy.

Na poparcie podanej hipotezy nalezatoby jednak uzyskacé
dalsze dowody na innej drodze. Badanie jednoczesnej adap-
tacji Srodowiska fermentujgcego fenol powinno na przyktad
wykaza¢ zdolnos$é beztlenowego rozktadu cykloheksanolu, je-
zeli jest to rzeczywisScie posredni produkt tej fermenta-
cji.

W badaniach dynamiki fermentacyjnego rozktadu fenoli
prowadzono réwniez konwencjonalne oznaczenia kwasow lot-
nych (rys. 1, 3i 5» 7)= Uwaza sie je za powszechnie wyste-
pujace “metabolity posrednie w procesach fermentacji meta-
nowej [17]. Przebieg zmian stezenia kwaséw lotnych nie wyda-
wat sie jednak wskazywaé¢ na te zwigzki jako na gtéwne pro-
dukty posSrednie degradacji. Stezenie kwasow lotnych ksztat-
towato sie w fermentacji metanowej fenoli na prawie statym
poziomie. Byto ono zblizone do zawartos$ci kwaséw lotnych w
komorach kontrolnych z fermentacjag szczatkowa Srodowiska
zaszczepiajgcego i co najmniej dziesieciokrotnie nizsze niz
w aktywnej fermentacji metanowej osadéw organicznych 03] e

Utrzymywanie sie matego stezenia kwaséw lotnych w §ro-
dowisku fermentujgcym fenole mogto byé wynikiem ztozonego
zjawiska. Wprowadzanie substratu fenolowego w okresie a-
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daptacyjnym powodowato wytworzenie sie swoistych miesza-
nych populacji drobnoustrojowych, zdolnych do rozktadu o-
kreslonej grupy zwigzkéw fenolowych. Z drugiej jednak stro-
ny obecnos$¢ duzych stezen zwigzku fenolowego mogta SpOwWO-
dowa¢ upos$ledzenie lub eliminowanie populacji bakteryj-
nych, ktére dominowaly w fermentacji osadéw. Srodowisko to
zostato uzyte do zaszczepienia komor aklimatyzowanych do

beztlenowego rozktadu fenoli. Z tej poczagtkowej fazy fer-
mentacyjnej mogty pochodzi¢ obserwowane kwasy lotne.
Oméwione cechy odrdézniajace przebieg fermentacji meta-
nowej fenoli od bezZztlenowego rozktadu innych, mniej egzo-
tycznych substratéw - nie wpitywaty na petng przemiane zwigz-
kéw fenolowych w gaz fermentacyjny (tab. i). Dos$wiadczalnie
stwierdzone ilo$ci gazu tworzgcego sie z rozktadu okreslo-
nych porcji fenoli, w granicach btedu dosSwiadczalnego, by-

ty bliskie wartosciom stechiometrycznie wyliczonym z row-
nania 3USV/ELLa P ?].

Wydaje sie, ze r6wniez interesujgce byty pewne obserwa-
cje marginesowe dla tej pracy, zwigzane z fermentacjg me-

tanowag dwusktadnikowego substratu fenolowego: p-krezolu i
rezorcyny; Wskazaty one na wybi6ércze dziatanie bakterii
fermentujacych te zwigzki. Dowodem tego moze by¢ wyraznie
dwustopniowy przebieg rozktadu obu substratow (rys. ?)e
Wykazaty to réwniez badania przeprowadzone metoda chroma-
tografii cienkowarstwowej (rys. 8). W sposéb wyrazny za-

znaczyta sie wieksza szybko$¢ rozktadu rezorcyny od p-kre-
zolu pomimo wstepnego adaptowania uktadu do degradacji obu
substratéw. Mozna nawet przypuszczaé¢, ze rozktad tych dwoéch
zwigzkéw fenolowych nastepowat kolejno. Zanikowi rezorcyny
towarzyszyt tylko nikty spadek stezenia p-krezolu. Fermen-
tacja tego zwigzku przebiegata wtasciwie dopiero po cat-
kowitym rozktadzie rezorcyny (rys. 7, 8).

Pojawienie sie réznic szybkos$ci beztlenowego rozktadu
moze by¢ zwigzane z budowg chemiczng p-krezolu i rezorcy-
ny. wiadomo, ze rezorcyna wykazuje stabsze wtasnoéci aro-
matyczne niz p-krezol. Mozna spodziewaé¢ sie, ze wskutek tej
réznicy rezorcyna byta bardziej podatna na drobnoustrojowe
przemiany biochemiczne.

Na szczegoélny przebieg fermentacji metanowej dwusktad-
nikowego substratu fenolowego moégt mieé¢ réwniez pewien
wptyw sposéb aklimatyzacji Srodowiska fermentacyjnego. A-
daptacja ta przebiegata przez wstepne przystosowanie S§ro -
dowiska do fermentacji rezorcyny za$ wtérnie do rozktadu
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p-krezolu. Dopiero do tak zaadaptowanego $rodowiska wpro -
wadzano kolejne dawki dwusk*ttadnikowego substratu fenolowe-
go: mieszaniny réownych stezen p-krezolu i rezorcyny.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono badania dynanik.i beztlenowego rozk+adu fe -
nolu, p-krezolu i rezorcyny w fermentaciji metanouwej woowoa -
runkach periodycznych Mieszane populacje bakteryjne tej
fermentacij.i przystosowano adaptacyijnie do peknej przemiany
substratoéw fenolowych w gaz fermentacyjny stwierdzono, ze
w o fazie aktywnej fermentaciji dawk i 1000 mg /1 zwiazku feno -
lowego w $rodowiskdu fermentacyijnyn, nagromadzaty sie nie -
zidenty fikowane produckty pos$rednie beztlenowego rozk+adu
fenol Zjawisko to ujawniato sie przez okresowy wzrost che-
micznego zapotrzebowania tlenu (czT) cieczy fermentujace]j,
Metody chromatografidi cienkowarstwouwe.]j wykazaty, ze zwiaz-
ki te nie miaty whasnos$ci dwufenol.i na przyk+tad pirokate -
chiny., ktora wystepuije jako g#o6wny produckt przejsciowy tle-
nowych przemian zwiazkow fenolowych. stwierdzono, ze okre -
sowo nagromadzagjace sie produckty posrednie maja charakter
zwiazkow nasyconych Nie by+y to jednak kwasy lotne po -
wszechnie wystepujace w fermentaci] i metanouwej osadoéw orga-
nicznych

Przeprowadzone badania umozliwity stwierdzenie,ze wstep-
ne stadia beztlenowego rozk+adu fenoli polegaja na uwodor -
nieniou struktury aromatyczne]j z utworzeniemn zwiagzkodu ali-
cyklicznych jako produktéw pos$rednich w fermentaci i mneta -
nowej fenoli Uwodornienie to poprzedza rozszczepienie
pierscienia pos$redniego zwiazku alicyklicznego i dalszy
proces metanogenezy,

W beztlenowe.j degradaciji dwusk*tadnikowego substratu fe -
nolowego stwierdzono wyrazni.e dwustopniowy przebieg proce -
su Fermentacja p-krezolu nastepowata dopiero po przefer -
mentowaniu rezorcyny . tatwiegjszy rozk+tad fermentacyjny re -
zorcyny mozna thumaczyé przez stabieij zaznaczone wkasnosci
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Wydaje sie, ze obserwacje zgromadzone w przeprowadzo-
nych badaniach bedg przydatne w poznaniu podstaw procesu
fermentacyjnego, ktéry moze mieé¢ praktyczne znaczenie w
technologii biochemicznej proces6w oczyszczania wod feno-
lowych.
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KCCJEHO3AHHH nO- BWHAMHKE AHA3POBHOK J1ETPAHAIOM HEKOTOF4X ®EHOX)B
B METAHOBOM BPOKSHMH

P e 3i0oMe

HpoBemeHO zcclieAOBaHHH no uzHaMBKe aHaapoOHOZ aerpaaauHB ebeHOza, p-Kpescwia z
pe3opuaHa b MeTaHOBOM 6poxerani b nepEoazgecKEX ycJiOBEHX. CMémaHHHe nonyjcnom
OaKTepHH 3Toro dpoiserow aaanTauzoHHO npzMeHeHH k noomoMy npeBpanieHBD $eHOJn>-
HHX cy6cTpaTOB b JepMeHTaimoHHHii ra3. OOHapyseHO, hto b aKTHBHoft ca36 Gpoxe-
HHH A03H 1000 wr/jl CjeHOJIBHOrO COeftHHeHEH B cpene 6pOXeHHH H8KOIIHJIIHCB He 0-
npesejieifflHe npoMexyroHHHe nponyKTH aHappoOHOE aerpaaauHH EeHOJiOB. 3ro HBJieHHe
BHHBBJIOCB nOCpeUCTBOM nepHOAEHeCKOrO pO'CTa XHMHneCKOE nOTpeOHOCTK B  KECJIOpO-
aiT (XIIK) $epMeHramiOHHOE cpeau. MeTouH tohkocjtoéhoé xpoMaTorpa$HE noKaaajni,
hto y 3THX coenzHeHHE He 6hjio cboéctb B;e$eHOJiIOB, Hanpmep, akpoicaTexHHa, ko-
TopuS BHCTynaeT b KagecTBe ocHOBHoro npoMexyroaHoro npoayxTa aspoOHoro MeTa-
O0JK3iE4)eHOJILHHX COe*EHeHEEo IIpHIIUIE K 34KODOHeHED, HTO nepHOUEHeCKH HErpOMOH-
aaroinEecH npoMexyroHHHe nposyKTH HMeai xapaKTep HacHineHHHX coe«EHeHHE. Ouhekc
sto He 6HJH”jreTyHHe kbcjioth, mHpoKO BucTynaBinze b MeTaHOBOM dpcxeHZH opram -
aeCKHX HJiOBo

llpoH3BeB;eHHHe HccJlieuoBaHHH r&jm bo3Moxhoctb ybefiHTBCH b tom, hto npeflBapH-
TeoiLHtie 3Tann aHaapoOHOE aerpa.uauhb GeHOjioB 3axjmajOTCH b nwporeHH3auHH apo-
MaTHaecKOE CTpyKTypH ¢ 00pa30BaHneM aoiHUEKonmecKEX coeaBHemrit b KagecT3e npo-
MexyTOHHHX npoAyKTOB b MeTaHOBOM dpoxeHHH CeHOJTOB. rHnporeHH3auHH 3Ta onepe-
xaeT pacmen”eane Koortua npoMexyToaHoro a.rauzKJiEHecKoro coeaHHeHEH h aaJiBHeit-
idhé nponecc MeTaHoreHe3Hca.

B aHaapoOHOE aerpaaauEz asyxicoMnoHeHTHoro $eHOJn.Horo cydcTpaTa odHapyxeHO
npKo AByxcTeneHHHE Xoa npouecca. Bpoxerae p-Kpe30Jia npoH3BouHJiocB tozbko hto
nocjre 6poxeHHH pe3opuEHa. Bojiee CBodouHyB aerpaaauHio OpoxeHHH pe3opuHHa moxho
NOHCHHTB CJHdee OTMegaEIHHMECH apOMaTEHeCHUME CBOECTBaME 3TOTO AE$eHOJIH, HEM
p-Kpe3oaa.

KaxeTCH, hto mOMixemm, iiaKkonoreHti b npoE3BeaeHHnx EccjreaoBaHHHX npErouHT-
CH npz onpeaeaeHHE ocHOBanEE npouecca OposeHEH, kotophé& moz$t emctb *npaxTH-
gecKoe 3HaaeHHe b OEOXEMEnecKoR TexHOJiorEH npoueGCOB ohectke $6HOJIBHHX ctou-
HHX BOU.

CBJie3CKEE nOJIBT exHEHeCKEE HHCTETYT
Ka$eapa TexHOJiorEH bouh h ctohhhx bou
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AN INVESTIGATION OF THE DYNAMICS OF ANAEROBIC DECOMPOSI-
TION OF SOME PHENOLS IN THE METHANE FERMENTATION

Summary

The dynamics of the anaerobic degradation of phenol, p-
-cresol and resorcinol was under investigation. These stu-
dies were performed in batch conditions with the fermenta-
tion of the dose of 1000 p.p.m. of phenolic compound. The
mixed bacterial populations of this fermentation process
were acclimated to complete conversion of phenolics to the
fermentation gas.

It was found that in active phase of this fermentation
some unidentified products were accumulated in the fermen-
tation medium. This phenomenon was shown by temporary in-
creased values of COD of the fermenting liquor. The thin-
-layer chromatographic analysis indicated that those un-
known intermediates had no dihydroxybenzene properties such
as catechol. This particular polyhydric phenol occurs as
the general intermediate product of the aerobic metabolism
of phenolics.

The results of performed investigations showed that the-
se temporary accumulated intermediates had the nature of

saturated compounds. They were not, however, the volatile
acids generally occuring during the methane fermentation
of organic sludges. It was found that primary stages of a-

naerobic degradation of phenols in this fermentation were
based on the hydrogenation of the aromatic structure with

the formation of some alicyclic compounds as intermediate
products. The hydrogenation process was followed by the
ring - fission of alicyclic intermediales and then by

the methanogenesis from the degradation products«

A distinct two-stages course of the fermentation was ob-
served during the anaerobic degradation of two - component
phenolic substrate. The resorcinol fermentation was fol-
lowed by the degradation of p-cresol. Facility of the de-
composition of resorcinol could be explained by less dis-
tinct aromatic properties of this polyhydric compound that
those of p-cresol.
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It seems, that the results of these studies will be u-
seful for the basic knowledge of the methane fermentation
of phenols. This process could be practically applied for
the biochemical treatment of phenolic waste waters.

Silesian Technical University
Laboratory of water and Waste Waters Technology



