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0 -obcigzenie substratowe osadu czynnego (wtasciwa szybkos$¢
dostarczania substratu), g CZT/g sm d,

RWO -rozpuszczony wegiel organiczny,

SPC -substancje powierzchniowo czynne,

WYKAZ WAZNIEJSZYCH SYMBOLI | JEDNOSTEK T1 -transmisja pasm -CH3,
T -transmisja pasm -CH- ,
2 2
o 3 . 3 TMS -tréjmetylosilan,
k - stata szybkos$ci dla réwnania Eckenfeldera, m /g d,
V -szybko$¢ usuwania (zaniku) substratu w reaktorze,
P -przyjety poziom ufnosd$ci 95 % , v

3
. . . . . . g CZzT/dm d,
ppm -bezwymiarowa miara przesuniecia w pomiarach jgdrowego
\% -wtasciwa szybkos$¢ usuwania (zaniku) substratu w reak-

rezonansu magnetycznego protonu (wodoru), 7
. . - torze, g CZT/g sm d.

r -wspotczynnik korelaciji,

3
sm -sucha masa organiczna osadu czynnego, g sm/dm |,
t - czas zatrzymania (retencji) w reaktorze, godz,

3

z -zawarto$¢ zawiesiny osadu czynnego w reaktorze,g/dm
A -absorbancja asm -CH,,
1 a P 3
A -absorbancja pasm -CH- |
2 2
ASPC -anionowe substancje powierzchniowo czynne,
Ad -aktywnos$¢ dehydrogenaz,
A -przyrost aktywnos$ci dehydrogenaz w jednostce objetosci
v

3
reaktora,/jM TF/dm h,

AZ -przyrost aktywnos$ci wtasciwej dehydrogenaz,uM TF/g sm h,

IR -widmo IR , widmo wykonane w podczerwieni,
HBL -symbol robwnowagi hydrofilowo-lipofilowej czagsteczki
SPC,

iH NMR - widmo *H NMR ,widmo wykonane przy wykorzystaniu jg-
drowego rezonansu magnetycznego protonu (wodoru),

KSPC -kationowe substancje powierzchniowo czynne,

NSPC -niejonowe substancje powierzchniowo czynne,

Ov -obcigzenie substratowe reaktora (szybko$é dostarczania

3
substratu), g CZT/dm d.

12



1. WSTEP

Produkowane przez przemyst substancje organiczne moga
dostawac¢ sie do Srodowiska powodujagc trudne do przewidzenia
szkody ekologiczne. Do substancji tych nalezg rowniez sub-
stancje powierzchniowo czynne (SPC). SPC juz w niewielkich
ki 1kurni ligramowych stezeniach zmieniajg cechy organoleptycz-
ne i hamuja procesy samooczyszczania wody, w o tym rowniez
procesy mineralizacji osadéw dennych w zbiornikach wodnych
[7, 80]. SPC zmieniajgc wtasSciwosci wody na granicy faz,
utrudniajag wymiane gazowga i ograniczaja dostep tlenu do
§rodowiska. Ponadto zwiekszajg rozpuszczalnos$é¢ weglowodoréw

w wodzie, w tym réwniez niebezpiecznych dla cztowieka wielo-

pierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. W zaleznos$ci od
budowy chemicznej wykazujg dziatanie toksyczne na wybrane
organizmy wodne i procesy fizjologiczne [7, 57, 59, 64, 70].

Obecne w $ciekach przy wyzszych stezeniach substancje
powierzchniowo czynne po wprowadzeniu na biologiczng oczysz-
czalnie moga przyczynia¢ sie do wynoszenia osadu czynnego z
komory napowietrzania lub utrudniaé¢ sedymentacje zawiesiny w
osadniku wstepnym i wtérnym [78]. Poza tym SPC trudno
rozktadalne obnizajg szybkos$¢ biochemicznej degradacji orga-
nicznych substratéw i hamuja proces nitryfikacji azotu amo-
nowego [4017].

KSPC w $rodowisku wodnym posiadajgce dodatni tadunek tacza
sie z czagstkami o przeciwnym tadunku lub ulegaja kontrakeciji

z niektérymi substancjami powierzchniowo czynnymi. Sa to

15



cechy charakterystyczne, odrézniajace kationowe substancje
powierzchniowo czynne od pozostatych SPC.

Kationowe substancje powierzchniowo czynne stanowiag tylko
niewielki procent wszystkich produkowanych SPC, ale réwniez
jak pozostate moga stanowi¢ zagrozenie dla naturalnego §ro -
dowiska, jezeli nie bedg ulegaty biochemicznej destrukciji
KSPC wykazujag wtasciwosci bakteriob6jcze Ilub hamujace wzrost
nie tylko w stosunku do drobnoustrojéow patogennych, ale tak-

ze do mikroorganizmoéw zasiedlajagcych Srodowisko naturalne,

jezeli zostat przekroczony prég toksycznos$ci [74]. Sygnali-
zuje to, ze badania biochemicznej degradacji moga stwarzac
wiele trudnosci, a uzyskane rezultaty, szczegdblnie przy

prowadzeniu badan dla populacji mieszanych, moga by¢ trudne
do powtérzenia. Zapewne dlatego literatura podaje sprzeczne
informacje o mozliwoséciach biodegradacyjnych kationowych
substancji powierzchniowo czynnych [6, 48, 59].

Duzo krajow w trosce 0 ochrone Srodowiska wprowadzito
przepisy zabraniajgce uzytkowania SPC, ktére nie ulegaija
biodegradacji w warunkach standardowych. Dlatego tez od wie-
lu lat placéwki naukowe podejmuja badania okreslajace za-
lezno$¢ pomiedzy biodegradacjg a strukturg SPC. Najczesciej
badane byty anionowe oraz niejonowe substancje powierzchnio-
wo czynne,gdyz stanowig one zdecydowanag wiekszo$¢ produkowa-
nych SPC. Pozostate, w tym kationowe substancje powierzch-
niowo czynne, byty testowane znacznie rzadziej. Stad ilosé
informacji dotyczacych biodegradacji KSPC i mechanizmu tego
procesu jest stosunkowo niewielka [59].

Dotychczasowe informacje na temat biodegradacji pozwalaja
sagdzi¢, ze jest ona zaréwno funkcja wtasciwosci fizykoche-
micznych, w tym takze struktury chemicznej kationowych sub -
stancji powierzchniowo czynnych,jak i mozliwos$ci degradacyj-
nych mikroorganizmoéw, a takze warunkéw Srodowiskowych [7,

15, 57, 59, 64]. Literatura podaje, ze najczes$ciej badanymi
16

KSPC byty czwartorzedowe sole amoniowe, a ws$r6d nich przede

wszystkim sole alkilotré6jmetyloamoniowe, benzylodwumetyloa-
moniowe, dialkilodimetyloamoniowe i rzadziej a lki lopirydy-
niowe oraz alkiloimidazolinowe. Okreélano miedzy innymi
wptyw na przebieg biodegradaciji ilosSci wegli W prostym
tancuchu hydrofobowym, jak i obecnosdci takich podstawnikoéw
przy azocie, jak grupa benzylowa [6, 15, 48, 58]. Zajmowano

sie takze wptywem obecnos$ci takich aniondédw,jak chlorek, bro-
mek, jodek, octan [6, 57, 59, 73]. Dalsze badania dotyczyty
wptywu obecnoé$ci dwoéch tancuchéw hydrofobowych w czagsteczce
KSPC lub wptywu rozgatezionej struktury tancucha hydrofobo-
wego. Te ostatnie prace taczyty sie z ocenag surowcodw wyko-
rzystywanych w procesie syntezy KSPC [6, 10, 59, 73]. Wymie-
nione badania prowadzono w r6znych warunkach Srodowiskowych
(zawsze jednak tlenowych) i korzystano z réznych technik
pomiarowych. Badania wykonywano w uktadach zasilanych okre-
sowo lub w sposéb ciagty substratem, stosowano mikroflore
niezaadaptowang lub zaadaptowang do rozktadu danego substra-
tu. Dos$wiadczenia prowadzono przy niskim jak i przy wysokim
stezeniu biomasy (od 10 do 3000 mg suchej masy osadu czynne-

go/dma) oraz przy ro6znych stezeniach poczatkowych kationo-
3

wych substancji powierzniowo czynnych (od 0.001 do 500 mg/dm ).

Przy ocenie procesu biodegradacji korzystano z pomiaréw bio-
chemicznego Ilub chemicznego zapotrzebowania tlenu, stezenia
rozpuszczonego wegla organicznego, stezenia KSPC (okres$la-
nego roznymi technikami).

Rézne warunki inkubacji mikroorganizmow i rézne sposoby
oceny procesu dostarczyty wielu informacji na temat biode-
gradacji KSPC. Mozna wiec podaé¢ pewne prawidtowosci, ktore
dotyczg: dtugos$ci nierozgatezionego tancucha hydrofobowego,
obecnod$ci grupy benzylowej oraz obecnos$ci drugiego tancucha

hydrofobowego w czgsteczce.



Szybko$§¢ biodegradacji osiggata najwieksza wartos¢, gdy

tancuch hydrofobowy posiadat 10 lub 12 wegli (w zaleznos$ci
od stezenia poczatkowego KSPC). Stwierdzono, ze obecnos$é¢
grupy benzylowej w czgsteczce tez zaleznie od stezenia po-

czatkowego opo6zniata lub przys$pieszata szybkos$¢ biochemicz-
nego utleniania, obecno$¢ drugiego tancucha hydrofobowego w
czgsteczce opobdzniata biodegradacje [6, 15, 19, 25, 26, 28,
29, 48, 57, 59, 69, 73, 78].

Prowadzenie badan biodegradacyjnych nie stwarza wiekszych
probleméw, gdy testowane substraty stanowiag indywidua chemi-

czne, a badania prowadzi sie przy wudziale czystych kultur. W

przypadku substancji powierzchniowo czynnych jest prawie
prawidtowos$cia, Ze sa one mieszaning izomerdéw i homologéw
zawierajgcych zmienng ilo$¢ wegli w tancuchu. z doniesien

literaturowych wynika, ze niektére mikroorganizmy preferuja
krétsze, a inne dtuzsze tancuchy weglowodorowe. Wydaje sie
wiec uzasadnione, ze korzystne jest prowadzenie badan biode-
gradacyjnych z uzyciem mieszanych populacji mikroorganizmodow.
Nie oznacza to, ze niecelowe sg badania z uzyciem czystych
ku ltur [33, 42].

W trakcie prowadzenia biodegradacji mozna uzyskaé¢ dane 0
wzroécie populacji na podtozu, w ktérym SPC stanowita jedyne
Zré6dto wegla, o zmianach aktywnos$ci fizjologicznej drobno-
ustrojow lub o zaniku substratu w $rodowisku. Informacje te
nie sa wystarczajagce, aby okred$li¢, czy nastapito catkowite
biochemiczne utlenienie badanej substancji. Chcac uzyskac
zadowalajgcg odpowiedZz na to pytanie, konieczne jest zastoso-
wanie specjalnych technik pomiarowych, ktére by pozwalaty
§ledzi¢ przemiany na poziomie czgsteczki. W badaniach sub -
stancji o tak ztozonej budowie jak KSPC ma to szczeg6lne zna-
czenie, gdyz w przypadku wystepowania w czgsteczce azotu mo-
ze prowadzi¢ do powstawania i gromadzenia sie w Srodowisku

posrednich produktéw utlenienia, takich jak nitrozoaminy [7].
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Przyktadowa w dostepnej literaturze znaleziono tylko jedna
prace, dotyczacag biodegradacji chlorku dialkilodimetyloamo -
niowego, w ktérej zwrécono uwage ha przemiany azotu [19].
W pracy wykazano, ze ulegat mineralizacji do azotandw.
Wiekszos$¢ prac nad biochemicznym wutlenianiem KSPC doty-
czyta degradacji zwigzanej z utratag witadciwosci powierzch-
niowo czynnych czasteczki i wyznaczeniem chemicznego lub

biochemicznego zapotrzebowania tlenu potrzebnego na utlenie-

nie tej substancji [57, 59, 64]. Istnieja tylko nieliczne
prace, w ktérych korzystajac ze spektroskopii IR lub znaczni-
kow radioaktywnych albo, z chromatografii, $§ledzono przemia-
ny wegla pochodzagcego z tancucha hydrofobowego Ilub z grupy
metylowej lub benzylowej do CO2 i biomasy i okres$lano kolej-

no$§¢ utleniania poszczegdlnych grup funkcyjnych KSPC [13,
19, 58, 59]. W pracach tych wykazano, ze podczas biodegrada-
cji soli decylotréjmetyloamoniowej zachodzit proces
/?-oksydacji oraz ze w przypadku soli dialkilodimetyloamo -

niowej wutlenianie grupy metylowej przy azocie zachodzito

nieco wczes$niej niz utlenianie grupy metylowej znajdujacej
sie w tancuchu hydrofobowym. Uzyskano dwa rézne wnioski do-
tyczace kolejnoséci utleniania grupy benzylowej soli cetylo-
benzylodimetyloamoniowej. Badacze stwierdzili, Ze wutlenianie
grupy benzylowaj mogto zachodzi¢ wczesniej (lub nie) niz

utlenianie innych podstawnikéw przy azocie. Przypuszcza sie,
ze kolejnos$¢ wutleniania byta zwigzana z budowag hydrofobu.

W dostepnej literaturze nie znaleziono prac dotyczacych
wptywu obecnos$ci spoiimeryzowanych grup tlenku etylenu
(przytaczonych w dwéch miejscach do azotu) na proces biode-
gradacji catkowitej KSPC posiadajgcych jeden nierozgateziony
tancuch hydrofobowy i to zar6bwno przy nieobecnosci, jak i
obecnos$ci grupy ben-zylowej. Obecno$¢ spo limeryzowanych grup
tlenku etylenu w czagsteczce wptywa na zwiekszenie rozpusz-

czalnoéci KSPC w srodowisku wodnym, co z kolei moze przyczy-
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nia¢ sie do wykorzystywania tych substancji przez mikroorga-

nizmy jako drugorzednego Zré6dta wegta i azotu.

Dlatego za Swisherem [59] mozna uzna¢, 2e dane odnoé$nie do

biodegradacji KSPC i mechanizmu tego procesu sg raczej skape

i nie dotycza one wielu typéw obecnie produkowanych KSPC.

2. CEL PRACY

W $Swietle dotychczasowych badari za istotne i wymagajace
wyjasnienia uwaza sie nastepujace problemy:
- wptyw tatwo utlenialnego substratu na biodegradacje KSPC,
- utlenianie czwartorzedowego azotu,
- wptyw struktury KSPC na biodegradacje,
- mechanizm biodegradacji KSPC

Uzyte w badaniach KSPC syntetyzowane byty na bazie tych
samych kwaséw ttuszczowych pochodzenia roslinnego, réznity
sie rodzajem podstawnikéw przy czwartorzedowym azocie. Tes-
towane KSPC posiadaty tanncuch hydrofobowy zawierajagcy
gtéwnie od 18 do 22 wegli, azot czwartorzedowy oraz odpowie-
dnio: trzy grupy metylowe 1lub jedng grupe metylowg i 15 spo-
limeryzowanych grup tlenku etylenu (podstawionych w dwéch
miejscach przy azocie) lub jedna grupe benzylowag i 5 spoli-
meryzowanych grup tlenku etylenu 1lub grupe benzylowa i 11
spolimeryzowanych grup tlenku etylenu.

W pracy korzystano z mieszanych populacji drobnoustrojoéow

osadu

czynnego,

specjalnie

adaptowanych do

prowadzania pro-

cesu degradacyjnego. Proces adaptaciji zapewniat uzyskanie
licznych kultur zdolnych do biochemicznego utleniania sub -
stancji posiadajgcych tak skomplikowane struktury jak czwar-

torzedowe

bedag w warunkach

wszy przewidywat

zasilaniu

sole

tatwo

amoniowe.

hodowle

rozktadalnym
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mikroorganizmoéw do rozktadu KSPC, trzeci hodowle mikroorga-

nizméw osadu czynnego przy zasilaniu tatwo rozktadalnym sub-
3

stratem i KSPC w stezeniu 20.0 mg/dm , czwarty etap hodowle

przy zasilaniu mikroorganizmoéw tylko preparatem zawieraja-

cym KSPC.
Do oceny procesu i stopnia biodegradacji stosowano pomia-
ry standardowe (stezenia KSPC i CZT) oraz spektroskopie IR

i 1H NMR (do S$ledzenia mechanizmu procesu degradacyjnego).
Pomiary spktroskopowe pozwalajg nie tylko na obserwowanie
procesu skracania tancucha weglowodorowego, ale rowniez na

okredlanie obecnos$ci wybranych podstawnikéw przed i po pro-

cesie biodegradaciji.

3. CZESC OPISOWA

3.1. WPROWADZENIE

Obecna produkcja Swiatowa KSPC zbliza sie do okoto 10 pro-
cent wszystkich wytwarzanych substancji powierzchniowo czyn-
nych. W kraju produkuje sie KSPC miedzy innymi w Zaktadach

Azotowych w Kedzierzynie-Koz1lu, gdzie synteza oparta |j est na

recepturze opracowanej w Instytucie Cigzkiej Syntezy Orga-
nicznej w Blachowni [36, 37]. Wytwarzane sa podstawowe typy
KSPC, takie jak sole oksyetylowanych amin, sole amin i

czwartorzedowe sole amoniowe.

Z kationowych substancji powierzchniowo czynnych prakty-
czne znaczenie majag czwartorzedowe sole amoniowe, ktdére sta-
nowig okoto 70 % produkowanych substancji i dlatego wtasnie

je wzieto pod uwage w przedstawionym opracowaniu [1, 2].

3.2. WLASNOSCI FIZYKOCHEMICZNE KSPC

Kationowe substancje powierzchniowo czynne maja budowe
polarng. W wodzie czasteczka KSPC ulega dysocjaciji dajac
anion i kation, ktory posiada wtasciwosdci powierzchniowo
czynne. Elementem hydrofobowym jest zazwyczaj dtugi tancuch

weglowodorowy, natomiast hydrofilowym w przypadku czwartorze-

dowych soli amoniowych grupa amoniowa. Z ditugoscia taficucha
tagczy sie rozpuszczalno$¢ w wodzie. Weglowodory o} ilosci
wegli w tancuchu powyzej 17 sa substancjami statymi. Whbudo-
wanie w czgsteczke czwartorzedowych soli amoniowych zwigzkow
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poiietoksylowanych réwniez zmienia rozpuszczalnos$é. Wraz ze

wzrostem iloéci przytaczanych grup tlenku etylenu obserwuje
sie wzrost rozpuszczalnos$ci w wodzie. Natomiast W miare
zwiekszania ilosSci wegli w ‘tancuchu hydrofobowym zwieksza

sie rowniez zdolno$¢ do tworzenia, w bardziej stezonych roz-
tworach wodnych, wielkoczagsteczkowych skupisk zwanych mice-
lami. Micele powstajg samorzutnie woéwczas,gdy zostanie prze-
kroczone krytyczne stezanie micelarne. Powoduje to zmianeg
wtasciwos$ci roztworu [38, 47, 57, 59, 647. Roztwory wodne
soli amoniowych majg odczyn obojetny. Do podstawowych cech
KSPC nalezy: zdolno$¢ zwilzajgca, dyspergujaca, emulgujaca,
pianotwdércza, dezynfekcyjna oraz antykorozyjna. Zachowuja
trwato$¢é przy zmianach temperatury i odczynu. Nie posiadaja
zapachu ani wtasciwos$ci draznigcych i nie wywotujag uczulen.
Inng charakterystyczng cecha jest adsorpcja na powierzch-
niach ciat statych. Adsorpcja zachodzi pomiedzy dodatnio
natadowanym atomem azotu a elektroujemng powierzchnig [59].
Roztwory wodne nie tracg swoich wtasciwosci przy dtuzszym
przechowywaniu. Mozna je miesza¢ z innymi kationowo aktyw-
nymi i niejonowymi substancjami powierzchniowo czynnymi, z
licznymi solami nieorganicznymi oraz z sulfonamidami, strep-
tomycyng i rozpuszczalnikami organicznymi. Soli tych nato -

miast nie mozna miesza¢é z anionowymi substancjami powierzch-

niowo czynnymi, takimi jak mydta, alkilosulfonaty, alkiloary-

losulfaty lub saponiny, z ktérymi wytwarzajg wypadajgce osa-
dy kompleksowe. KSPC pod dziataniem <chlorowcow sga utleniane

[38, 57, 59].

3.3. ANTYSEPTYCZNE WLASCIWOSCI KSPC

Wtasciwosci toksyczne kationowych substancji powierzch-
niowo czynnych zostaty odkryte przez Domagka w 1935 roku i

od tego czasu zaczety uzyskiwaé znaczenie jako substancje
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dezynfekujgce. Ponowne zainteresowanie tymi substancjami
nastgpito w latach siedemdziesigtych i stale wzrasta [1. 2].
Przyjmuje sie, ze dziatanie toksyczne kationowych sub -
stancji powierzchniowo czynnych na mikroorganizmy wiagze sie
z obecnos$cia w czagsteczce tadunku dodatniego przy azocie amo-
niowym (nie jest to zasada generalna). KSPC w pierwszej ko-
lejnos$ci sa sorbowane przez elementy strukturalne mikroorga-
nizméw (zwigzane jest z to wtasSciwos$ciami lipofilowymi ka-

tionu). Po czym dochodzi do przenikania kationu przez zespot

§cianowo-btonowy komoérki, nastepnie do wigzania sie z btong
cytoplazmatyczng i do jej uszkodzenia. Proces przenikania
zalezy od budowy zespotu Scianowo-btonowego komoérki i ina-
czej przebiega w wypadku bakterii Gram-ujemnych, a inaczej w

wypadku Gram-dodatnich. Kation uszkadzajgc btone niszczy jej

strukture, co prowadzi do zniszczenia komoérki [38].

Antyseptyczne wtasciwosci produkowanych w kraju amin
ttuszczowych i ich pochodnych czwartorzedowych soli amonio-
wych badali w szerokim zakresie Kedzia, Muszynski, Mirska i
Nowak [38]. Autorzy badali wtasciwosci dezynfekcyjne.
Okres$lali dziatanie bakteriobd6jcze, pratkobdjcze, grzybobdj-

cze, przeé¢iwwirusowe oraz toksyczno$é w stosunku do ssakow.

Wyjasniajac mechanizm dziatania na mikroorganizmy, zwrécili
uwage na zwigzek miedzy strukturg czagsteczki KSPC i usytuo-
waniem grup funkcyjnych a witasciwosdciami dezynfekcyjnymi.
Stwierdzili, ze maksymalna toksycznos$¢ KSPC wystepowata przy
obecnos$ci w tancuchu weglowodorowym od 12 do 16 wegli, a ob-
nizata sie zaréwno przy skracaniu, jak i wydtuzaniu tancucha
alkilowego. Stwierdzili takze, Ze na zwiekszanie aktywnosci

dezynfekcyjnej wptywato podstawienie czwartorzedowego azotu
drugim tancuchem alkilowym Ilub wprowadzenie w miejsce pod-
stawnika metylowego grupy benzylowej.Byto to zgodne z obser-

wacjami przedstawionymi w innych publikacjach [57, 59, 64].
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3.4. BIODEGRADACJA KSPC

Przez pojecie biodegradacji powszechnie rozumie sie bio-
chemiczny rozktad substancji przy udziale mikroorganizmoéw.
Najodpowiedniejsze z punktu widzenia biochemicznej degrada-
cji sa te drobnoustroje, ktédre metabolizujagc badane substra-
ty wykorzystuja je jako zZrédto wegla.

Rozré6znia sie pierwotna i catkowita biodegradacje

zwigzkéw powierzchniowo czynnych. O biodegradacji pierwotnej

mowi sie wtedy, gdy rozktad substanciji powoduje utrate
wtasciwosci powierzchniowo czynnych. Natomiast catkowita
biodegradacja zachodzi woéwczas, gdy stwierdza sie, ze
nastgpita przemiana substratu organicznego do CO , HO, NO

2 2 3

lub tez SO4 oraz do biomasy drobnoustrojowej. W wiekszos$ci
prac dotyczagcych biochemicznego utleniania okre$lano biode-

gradacje pierwotng. Do oceny procesu wykorzystywano pomiary

zaniku wtasnoséci powierzchniowo czynnych roztworu, poboru
tlenu na biochemiczne wutlenienie SPC w Kkilku- 1lub kilkunas-
todobowym tes$cie BZT, wzrostu aktywnos$ci oddechowej mikro-
organizmoéw w pomiarach respirometrycznych [45, 57, 59, 64,

67, 75, 76, 78]. Stwierdzenie to dotyczy réwniez prac nad
biodegradacjag kationowych substancji powierzchniowo czynnych
[L0, 14, 15, 26, 27, 29, 32, 45, 48, 57, 59, 68, 69, 72, 73,
7471 .

Biodegradacji catkowitej KSPC dotyczyty tylko nieliczne
badania. W pracach tych korzystano z takich technik pomiaro-
wych, jak spektroskopia IR, 1H NMR lub technika znakowania

14
C oraz chromatografia cienkowarstwowa [6, 13, 19, 21, 30,

33 -35, 58].
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3.4.1. Wybrane zagadnienia zwigzane z adaptacja drobnou-
strojow i biodegradacjag KSPC
Od pierwszych lat produkcji SPC w wielu oérodkach nauko-

wych prowadzono badania nad biodegradacja tych substanciji.

Wzrost zainteresowania problemami biochemicznej degradacji
szczegblnie nasilit sie, kiedy rozpoczety sie ktopoty
zwigzane z pienieniem substanciji powierzchniowo czynnych

wprowadzanych do rzek [40 ,70]. Prace nad biochemicznym roz-
ktadem nowo syntetyzowanych SPC mogag by¢ prowadzone réznymi
metodami [17, 57, 59, 64]. W zaleznos$ci od stezenia
poczatkowego SPC, przyjetych warunkéw $Srodowiskowych (tleno-
we ,bezt lenowe ) [9, 66] i rodzaju inkubowanych mikroorganiz-
méw (populacje mieszane, czyste kultury, populacje pobrane z
urzadzen technicznych lub ze Srodowiska naturalnego,
wstepnie adaptowane lub nieadaptowane do rozktadu badanej
SPC ) [19, 35, 42, 44] sposéb prowadzenia hodowli (okresowy,
pétciagty, ciagty) jak i okres badan (od kilku do kilkudzie-
sieciu dni) beda odmienne [5, 8, 23, 25, 29, 32 46, 47, 56].
Na sposéb prowadzenia hodowli moze mie¢ wptyw rodzaj
okreéslanej biodegradacji pierwotnej lub catkowitej [11, 58].

Spos$réd kilkudziesieciu receptur podawanych przez $wiato-
wg literature i dotyczacych biodegradacji pierwotnej, prowa-

dzonej w warunkach tlenowych przy wspobétudziale mieszanej

populacji mikroorganizmoéw, mozna wyrézni¢ zaledwie kilka
stale uzywanych, ktére dzieli sie na tak zwane testy odsie-
wajace i badania potwierdzajgce [12, 59, 62]. Do testow od-

siewajacych mozna zaliczy¢ badania prowadzone w uktadzie
zamknietym i sg to pomiary respirometryczne prowadzone przy
wykorzystaniu aparatu Warburga i innych respirometrow oraz
pomiary w zamknietych butelkach prowadzone zgodnie z zasadg
oznaczania BZT [8, 59]. Pomiary sa prowadzone zaréwno przy

niskim stezeniu biomasy mikroorganizméw, jak i SPC (pomiary
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w zamknietych butelkach) Ilub przy wysokim stezeniu biomasy i
SPC (w urzgdzeniach respirometrycznych), w warunkach kiedy
to badana SPC stanowi gtéwne Zrédto wegla dla inkubowanych
drobnoustojow. Stopien biodegradacji okres$la sie poprzez
poréwnanie faktycznie oznaczonego zapotrzebowania tlenu z
teoretycznym zapotrzebowaniem tlenu. W pomiarach respirome-
trycznych czasami oznacza sie takze produkcije dwutlenku
wegla. Do testéw odsiewajgcych mozna zaliczyé¢ tez te, ktore
prowadzone sa w uktadach otwartych, przy matym udziale bio-
masy w warunkach nasladujacych procesy zachodzace w natural-
nym $§rodowisku rzecznym. Stosujac nieduze stezenia substan-
cji powierzchniowo czynnej, ktdédra wprowadza sie jednorazowo
i ktéora stanowi gtéwne Zrodto wegla, czas inkubacji od kilku
do kilkudziesieciu dni, prowadzi sie codzienng obserwacije
zaniku SPC w badanym $rodowisku. Pomiary czesto uzupetniane
sg oznaczeniem CZT Ilub RWO. Uwzgledniajgc to, ze SPC <czasa-
mi stanowiag tylko drugorzedne Zré6dto wegla dla mikroorganiz-
moéw, zleca sige tez prowadzenie badan w obecnosdci innego
tatwo wutlenialnego substratu, na przyktad glukozy. Biodegra-
dacje okresla sie na podstawnie szybkos$ci zanikania substra-
tu w $rodowisku [39, 57, 59, 64].

Do badan potwierdzajgcych zalicza sie prowadzone z wyko-
rzystaniem hodowli osadu czynnego badania przy ciggtym (lub
pdtciagtym) zasilaniu mikroorganizmoéw tatwo rozktadalnym
substratem i badang SPC [57, 59, 64].

W kraju zostaty opracowane (opierajac sie na badaniach
prowadzonych na Zachodzie) normy okre$lajgce sposdb prowa-
dzenia badan w warunkach tlenowych z wykorzystaniem miesza-
nej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego [51 - 53]. Zale-
ca sie prowadzenie biodegradacji SPC w obecnos$ci tatwo wutle-
nialnego substratu w warunkach dynamicznych oraz w statycz-
nych. Dla badan w warunkach dynamicznych proponuje sie pro-

wadzenie procesu wstepnej adaptaciji drobnoustrojow do
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rozktadu badanych substratow przy stopniowym zwiekszaniu

3
stezenia w zakresie od 2.0 do 5.0 mg SPC/dm a nastepnie
prowadzenie wtadciwego utleniania przy dawkach 5.0 do
20.0 mg SPC/dm3. Ustalono zawartos¢ zawiesiny osadu czyn-

nego 3.0 g/dm3 3-godzinny czas napowietrzania substratu oraz
natlenianie zapewniajgce stezenie tlenu rozpuszczonego w
komorze napowietrzania od 1.0 do 2.0 mg O"/dma. Poza tym
okreslono réwniez sktad $ciekdw syntetycznych, ktoéry oparto
na peptonie kazeinowym i suchym bulionie. Przewidziano, ze
czas prowadzenia eksperymentu powinien wynosi¢ nie mniej niz
42 dni, z czego 14 dni przeznaczono na proces wstepnej adap-
tacji drobnoustrojow osadu czynnego. Przepisy te opracowano
do oceny efektywnosci biochemicznego utleniania gtéwnie
anionowych i niejonowych substancji powierzniowo czynnych.

Jak wynika z opisu norma, daje og6lne wskazéwki dla przebie-

gu hodowli mikroorganizméw. Zapewne dlatego mozna znalez¢
prace wprowadzajagce szereg uzupeitnien odnosd$nie do warunkdw
hodowli. Miedzy innymi okreé$lajace doktadniej czas potrzebny
do przeprowadzenia procesu wstepnej adaptaciji lub prace
sugerujgce wprowadzenie dodatkowych oznaczen opisujacych
stan fizjologiczny mikroorganizméw i pozwalajgcych S§ledzic

proces adaptacji [15, 25, 31, 41, 72].

Niektdrzy autorzy (np. Grabinska Sota [15]) uwazaja, ze
uzyskanie populacji zaadaptowanej do rozktadu kationowych
substancji powierzchniowo czynnych zalezy od sposobu dawko-
wania KSPC w okresie adaptacji. Autorka proponuje, aby dozo-
wanie rozpoczyna¢ od dawki 1.0 lub nawet od 0.5 mg KSPC/dm
Czas wstepnej adaptacji do rozktadu KSPC, przy stezeniach
1.0 i 2.0 mg KSPC/dm3, moze wynosi¢ 14 dni lub wiecej [26].

Przy zmianie dawek nalezy zwraca¢ uwage na aktywnos$¢ odde-

chowa mikroorganizméw osadu czynnego. W skrajnych przypad-
kach mikroorganizmy moga catkowicie utracié¢ swa aktywnos$¢.
29



Moze to prowadzi¢ do rozktadu skupien osadu czynnego i poja-
wienia sie w odptywie bakterii wolnoptywajagcych [68].

W innych pracach zaobserwowano, ze dopiero dtuzsze dozo-
wanie wyzszych dawek, przyktadowo 20.0 mg KSPC/de, ujawnito
niekorzystne dziatanie kationowych substancji powierzchniowo
czynnych, ktére powodowato przechodzenie ktaczkowatego osa-
du czynnego w posta¢ kulista [25]. Zauwazono przy tym, ze
wydtuzenie badan do 21 dni przy dawce 20.0 mg KSPC/ dm3 byto
korzystne. Pozwalato na uzyskanie odpowiedniej ilosci
wynikéw potrzebnych do przeprowadzenia matematycznej inter-

pretacji procesu biodegradacji opierajac sie na zmodyfikowa-

nym | réwnaniu Eckenfeldera. Wyliczone wspoétczynniki pozwa-
laty sadzi¢ o zmianach szybkos$ci biodegradacji tatwo utle-
nialnego substratu po wprowadzeniu KSPC oraz o obecnosdci w
odptywie metabolitow, S§wiadczacych 0 czesciowym tylko

rozktadzie substratu [27].

Literatura dotyczgca biodegradacji substancji organicz-
nych w tym i SPC podaje liczne przypadki wykorzystywania
oznaczeh aktywno$ci oddechowej lub dehydrogenazowej w celu
okreslania stanu fizjologicznego mikroorganizmoéw biorgcych
udziat w procesie [24, 41, 43, 54, 72].

Z przeprowadzonych przez Janosz-Rajczyk i Owsiak [24]
badan nad biodegradacja wielosktadnikowego preparatu o naz-
wie Emulkop wynikato, ze wzrost aktywnosci oddechowej po
procesie adaptacji obserwowano w prébach, w ktérych zrodtem
wegla byty substancje powierzchniowo czynne ulegajace
rozktadowi biochemicznemu. W przypadkach gdy badano substra-
ty trudno rozktadalne tak zwane "twarde" SPC zalezno$ci ta-
kich nie obserwowano.

Zdybiewska i Janosz-Rajczyk [71] w pracy nad biologicznym
utlenianiem dwusktadnikowego preparatu zawierajagcego niejo-
nowe i kationowe substancje powierzchniowo czynne wykazaty,

ze lepsze efekty w usuwaniu tatwo utlenialnego substratu
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uzyskiwano w obecno$ci mikroorganizméw osadu czynnego o pod-
wyzszonej aktywodci oddechowej. Aktywnos$¢ te powodowato wy -
sokie obcigzenie substratowe osadu czynnego. Obserwowano
woéwczas eliminacje hamowania wsp6t zawodniczego. Mozna wiec
stwierdzic¢, ze pomiary aktywnos$ci fizjologicznej drobno-
ustrojow moga byc dodatkowym Zré6dtem informacji o mozliwo-
§ciach adaptacyjnych mikroorganizméw Ilub o sposobie prowadze-
nia biologicznej degradaciji trudno rozktadalnych substra-
tow.

3.4.2. Mikroorganizmy biorgce udziat W biodegradacji KSPC

Badania biodegradacyjne przewaznie prowadzi sie z uzyciem

mieszanej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego lub na
zespotach mikroorganizmoéw pobranych z rzek [4, 12, 18, 59].
Tylko w nielicznych przypadkach prowadzona jest takze iden-

tyfikacja mikroorganizméw biorgacych udziat w tym procesie. Z
pracy Fengera i wspoétautoréow [13] wynika, ze z osadu czyn-
nego adaptowanego do rozktadu chlorku tetradecylodwumetylo-
benzyloamoniowego wyizolowano bakterie 2z rodzaju PseUdomonaS
i Comamnas, aktywnie wuczestniczace w procesie degradacyjnym.
Podobnag prace przedstawili Arkadijewa i wspotpracownicy [5].
Po wyizolowaniu z osadu czynnego adaptowanego do rozktadu
KSPC szeregu szczep6w bakteryjnych z rodzaju PSGUdomonaS, Ae'
romonas i BaCi”US, nastepnie sprawdzali mozliwos$ci wzrostu
bakterii na podtozu zawierajgcym testowang substancje. Auto-

rzy wykazali, ze jedynie bakterie z rodzaju PseUdomonaS mo-

gty wykorzystywaé¢ badang KSPC jako podstawowe Zr6dto wegla i

azotu.
Proby izolowania czystych kultur bakterii degradujacych

preparaty zawierajace kationowe substancje powierzchniowo
czynne prowadzita réwniez Taranowa [61]. Autorce udato sie
wyodrebni¢ heterotroficzne, Gram-ujemne, pateczkowate bakte-
rie wykorzystujace jako Zr6dto wegla dwa badane preparaty w
stezeniach 400.0 i 600.0 mg/dm3.
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Z dostepnej literatury wynika, ze jedna z nielicznych

prac nad biodegradacjg KSPC przez czystag kulture prowadzita

Janota-Basalik i wspoétautorki [35]. Inkubujac kulture Pseu-
domonas pictor-Mth doprowadzity do degradacji chlorku laury -
lodwumetyloamoniowego i laurylopirydynowego w obecnos$ci eks-
traktu drozdzowego. Adair i wspoétautorzy [3] podali réwniez,

ze czysta kultura Pseudomonas cepacia mogta wykorzystywac¢
wybrana czwartorzedowa sol amoniowa jako jedyne Zrédto
wegla, a w przypadku braku innych Zrédet réwniez azot znaj-
dujgcy sie w tym zwigzku.

Stawskaja i wspoétautorzy [57] zwrodcili uwage na problemy
wystepujace podczas przechowywania kultur posiadajacych
zdolnoséci do biodegradacji substancji powierzchniowo czyn-
nych. Autorzy ci donosza, ze podczas trwajgcego dtuzszy
czas przechowywania szczepy tracity nabyta zdolnoé¢ biode-
gradacji SPC. Podali takze, ze diugotrwaty kontakt z SPC
mégt powodowaé zmienno$é morfologicznag komoérek i kolonii,
mégt tez prowadzi¢ do wystepowania defektéw podczas syntezy
zespotu Scianowo-btonowego i utrate wtasciwosci hydrofobo-

wych powierzchni komorek.

3.4.3. Zastosowanie specjalnych technik pomiarowych w bada-
niu biodegradacji KSPC

Jedrta z pierwszych prac, w ktoérej zastosowano do identy-

fikacji i analizy substancji powierzchniowo czynnych spek-

troskopie IR byta praca Hummela z 1962 roku. Technike te do

studiow nad biodegradacjag substancji powierzchniowo czynnych

prébowali stosowaé¢ Frazee, Osburn i Crister [64]. Ale dopie-
ro w 1973 Fenger, Mandrup, Rohde i Sorensen [13] oraz w 1977
Baleux i Caumette [6], a nastepnie w 1983 i 1985 r. Hellmann
[18, 20] zastosowali spekroskopowe badanie widm IR do oceny

biodegradacji substancji kationowe czynnych. W kraju proby

wykorzystania spektroskopii IR do badari biochemicznego utle-
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niania KSPC przedstawili Janosz-Rajczyk i wspoétautorzy [28]
oraz Janosz-Rajczyk [30, 33, 34]. Wynika z tego, ze jest
tylko kilka prac, w ktérych zastosowano spektroskopie IR w
badaniach biodegradacji kationowych substancji powierzchnio-
wo czynnych. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze w badaniach aniono-
wych i niejonowych substancji powierzchniowo czynnych tech-

nike te stosowano cze$ciej [18, 20, 21, 57, 59].

Autorzy przyjmowali rdézne metody dla interpretaciji widm.
Badacze francuscy obserwujgc widma IR préb przed i po bio-
degradacji ( hodowle prowadzili w warunkach statycznych
przy jednorazowym =zasilaniu substratem), rozpatrywali zmia-
ny jakos$Sciowe wystepujace w pasmach charakterystycznych
dla grup funkcyjnych -CH2-,-CH3i na tej podstawie sgdzili

o biodegradacji badanych substratéow [6].

Spektroskopie IR w potaczeniu z chromatografig gazowa w
badaniach biodegradacyjnych tetradecylodwumetylobenzylo-
amoniowego chlorku wykorzystywali Fenger i wspoétautorzy [11].

Autorzy ci po przeprowadzeniu adaptacji mikroorganizméw osa-
du czynnego do badanej soli amoniowej strali sie nastepnie
okres$li¢ posSrednie produkty utlenienia powstajagce w procesie
biodegradacji. W pierwszej kolejnos$ci na podstawie widma IR
wykonanego dla odptywu z bioreaktora (po uprzednim zatezeniu
préoby) okreslano obecno$¢é pasm charakterystycznych dla grup
funkcyjnych obecnych w badanej KSPC oraz pojawianie sie no-
wych zwigzanych z procesem biodegradaciji. Nastepnie za
pomocag chromatograficznych pomiaréw okre$lano sktad chemicz-
ny posrednich produktéw utlenienia.

Na mozliwoséci wykorzystywania spektroskopii IR w
potaczeniu z chromatografig cienkowarstwowg wskazat Hellmann
[18 - 21]. Autor wykonywa}t pomiary widm IR dla hodowli mi-
kroorganizmdéw, okresowo zasilanej chlorkiem dwustearynodwu-
metyloamoniowym [19]. Rozdziat chromatograficzny umozliwiat

uzyskiwanie z ekstraktéow posrednich produktéow utlenienia,
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ktéore z kolei po przeniesieniu z ptytki zelowej poddawano
analizie spektralnej IR. Zabiegi te byty pracochtonne, ale
pozwalaty na uzyskiwanie "czystych" widm wielu posrednich
produktéw biodegradaciji.

Inny spos6b oceny widm IR zaproponowata Janosz-Rajczyk
[33]. Po adaptacji drobnoustrojow osadu czynnego do rozktadu
badanych KSPC w warunkach dynamicznych prowadzono dalsza

hodowle zasilajac ja tatwo rozktadalnym substratem wzbogaco-

nym w KSPC przy stezeniu 20.0 mg/dm3 . Nastepnie dla
zatezonego doptywu i odptywu, czyli dla substratu przed i po
procesie degradacyjnym wykonywano analize spektralna. Ocena
widm polegata na iloSciowym okred$laniu zmian stosunku grup
-CH3 do -CHZ- w poszczegd6lnych prébach. Wzrost wartosci tego
stosunku $wiadczyt o] postepujacym procesie degradacji

tancucha weglowodorowego

Do specjalnych technik pomiarowych oddajgcych duze wustugi

przy badaniu struktury SPC i jej zmian podczas degradacji
nalezy roéwniez spekroskopia *=H NMR. Jednym z pierwszych,
ktérzy w 1970 r. zastosowali te technike widmowa do obadania

struktury ASPC, KSPC i amfoterycznych SPC, byt Koénig [64]. W
badaniach biodegradacji ASPC, NSPC i KSPC technike te stoso-
wali w latach osiemdziesigtych Stawskaja i wspobtuatorzy
[57], a w dziewiecdziesigtych Janosz-Rajczyk [30, 33, 34].

Gtowne zalety tej metody to mozliwo$¢ stwierdzania obecnos$ci

grup funkcyjnych na podstawie sygnatéw pochodzgcych od ich
protonéw oraz okres$lania na podstawie krzywych integracji
wzglednej iloéci protonéw [4, 55, 65].

Literatura dotyczaca biodegradacji anionowych i niejono-

wych substancji powierzchniowo czynnych podaje réwniez przy-
ktady korzystania z chromatografii gazowej [11, 57, 59, 64].
Technike te w badaniach biodegradacyjnych KSPC stosowano w
mniejszym zakresie [13]. Znane sa réwniez przyktady wykorzy-

stywania tej techniki podczas obserwaciji katalitycznego
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rozktadu KSPC. Chromatografie cienkowarstwowa wykorzystywaty
w swoich badaniach Janota-Bassalik i wspdétautorki [35]. Do
specjalnych technik nalezag takze pomiary izotopowe. Wedtug
Swishera [59] jako jeden z pierwszych pomiary z wykorzysta-

14

niem C przeprowadzit dla KSPC w 1973 r. Krzeminski,

nastepne badania prowadzili w 1983 r. Larson i Sullivan.

3.4.4. Czynniki okreélajace biodegradacje pierwotng KSPC
Dane literaturowe podaja, ze biochemiczne utlenianie KSPC
zalezy od takich samych czynnikdéw jak proces biodegradacji
innych zwigzkéw organicznych,w tym takze ASPC i NSPC. Biode-
gradacje okres$laja wiec rozpuszczalno$¢ i koncentracja SPC,
chemiczna struktura molekuty i masa czagsteczkowa, wielkos$é¢

wspoétczynnika HLB, charakter wigzania pomiedzy grupa hydro-

fitowag i hydrofobowa oraz rodzaj mikroorgani znow biorgcych
udziat w procesie. Doniesienia literaturowe podaja, ze decy-
dujacy wptyw posiada struktura molekuty, w tym: dtugosé

tancucha hydrofobowego (jego prostoliniowy lub rozgateziony
charakter, obecnos¢ czwartorzedowego wegla, wystepowanie
dwoéch tancuchoéow hydrofobowych w czasteczce), obecnos$¢
pier$§cienia benzenowego, pierécienia pirydynowego Ilub imida-
zolowego, wystepowanie spoiimeryzowanych grup tlenku etylenu,
a takze charakter anionu. W zdecydowanej wiekszosci prac
zajmowano sie wptywem struktury tancucha KSPC na podatnos$¢
na biodegradacje. Najczes$ciej badanymi KSPC byty substancije
nalezagce do czwartorzedowych soli amoniowych [57, 59, 64].

Wedtug Swishera [59] systematyczne badania biodegradaciji
chlorkéw alkilotréjmetloamoniowych i pierwszorzedowych alki-
loamin (posiadajgcych jeden nierozgateziony tancuch hydrofo-

bowy) wykazaty, ze najtatwiej ulegaty biodegradacji prepara-

ty z 10 (Masuda i Miura) lub 12 (Riuz Cruz) weglami w

tancuchu. Badania Riuz Cruza byty prowadzone przy

wspotudziale mikroflory pobranej z wody rzecznej, przy
35



3
poczagtkowym stezeniu KSPC 5.0 mg/dm . Biodegradacje oceniano

na podstawie zaniku specyficznej reakcji z btekitem disulfi-

nowym, wyznaczajagc w dobach czas potowicznego zaniku KSPC.
Natomiast dosSwiadczenia Masudy i Miury byty prowadzone przy
wspoétudziale mieszanej populaciji drobnoustrojow, przy
poczatkowej koncentraciji KSPC 20.0 mg/dms. Biodegradacije

oceniano na podstawie zuzycia tlenu przez mikroorganizmy
(poréwnywanego do teoretycznego zapotrzebowaniem tlenu) w
10-dniowych pomiarach respirometrycznych. Prowadzone przez
tych samych autoréw badania dla KSPC, posiadajagcych w miejs-
cu grupy metylowej grupag benzylowag, wykazaty, ze najtatwie]j
ulegaty biodegradacji preparaty z 12 weglami w ‘tancuchu. z
tym ze wedtug Riuz Cruza wprowadzenie grupy benzylowej hamo-
wato biodegradacje, a wedtug Masudy i Miury przysépieszato

proces. Wedtug tych ostatnich autoréw nie ulegaty biodegra-

dacji chlorki alki lotréjmetloamoniowe posiadajgce 18 wegli w
tancuchu. Takze Pernak, Grabinska i Zdybiewska [47] badali
wptyw ilosci wegli w tancuchu aliklowym na biodegradacije
KSPC. Badania przeprowadzili dla KSPC zwierajgcych 8 lub 12
wegli w tancuchu hydrofobowym kolejno dla chlorkoéw:
n-alk ilotiometylopirydyniowych, I-metylo-3-alkilot iomety lo-
imidazoliniowych i (n-a lkilotiornetylo)bis (2-hydroksyetylo)-
alkiloamoniowych. Biodegradacje prowadzili przy wspoétudziale
mieszanej populacji drobnoustrojéow w warunkach imitujacych

procesy biodegradacyjne zachodzgce w rzece, przy poczatkowym
stezeniu KSPC 3.0 mg/dma. Proces biodegradaciji oceniali
na podstawie zaniku specyficznej aktywnos$ci KSPC z btekitem
di sulfinowym. Wykazali, ze szybszy rozktad KSPC zachodzit
woéwczas,gdy ilosé¢ wegli w tancuchu weglowodorowym wynosita
8 (poza jednym przypadkiem dla chlorku (dodecylotiometylo)-
bis(2-hydroksyetylo)alki loamoniowewgo). Poniewaz autorzy nie
przeprowadzili badan dla chlorku oktylotréjmetyloamonio-

wego ani dodecylotréjmetyloamoniowego nie mozna byto oceni¢,
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w jakim stopniu wptyneto na biodegradacje wprowadzenie do
czagsteczki pierscienia pirydynowego, imidazolinowego lub
innych grup funkcyjnych. Grabinska-Sota [15] w badaniach
prowadzonych dla chlorkéw- n-alkilotiometylopirydyniowych,
3-metylo(n-alkilotiometylo)pirydyniowych i 3,5-dimetylo-

(n-alkilotiometyo)pirydyniowych, przy wspoétudziale mikroorga-

nizméw osadu czynnego adaptowanych do rozktadu KSPC i przy
stezeniu kofAicowym 30.0 mg/dm3 wykazata (na podstawie zaniku
aktywos$ci KSPC z btekitem disulfinowym), ze z najwieksza
wydajnosécia biodegradacja zachodzita, gdy ilos¢ wegli w

tancuchu hydrofobowym wynosita 10 lub 12.
Z badan prowadzonych przez Zdybiewska i Janosz-Rajczyk
[73] dla KSPC posiadajacych taficuchy hydrofobowe o} C18—22

wynikato, ze mozliwoséci biodegradacji okres$lata zaréwno bu-

dowa anionu , jak i kationu, struktura tancuchow
weglowodorowych i procentowy wudziat tancuchéw 0 okreslonej
liczbie wegli (czyli takze rodzaj surowca uzytego podczas

syntezy tych preparatéow). Na podstawie pomiardw respiromet-
rycznych, wykonywanych dla mieszanej populacji drobnoustro-
jow osadu czynnego (nieadaptowanych do rozktadu KSPC) przy
zakresie stezen od 3.3 do 33.0 mg KSPC/de, stwierdzono, ze

niekorzystnie na biodegradacje wptywato uzycie do syntezy

KSPC kwaséw ttuszczowych otrzymywanych z rzepaku i oleiny

(sktadnik naturalnych olejow). W kwasach rzepakowych

tancuchy C stanowity okoto 34%; C 10% i C 45%. Na-
18 20 22

tomiast w kwasach ttuszczowych pochodnych oleiny wystepowaty
gtéwnie (w 84%) tafnuchy C18' Ulegajace tatwiejszemu utle-
nieniu KSPC byty syntetyzowane na bazie kwasow stearynowych
i zawieraty w czasteczce 70% tancuchow C18 i 28% C1<i w

pracy tej takze wykazano, ze odporno$¢ na biochemiczne utle-

nianie zwiekszata sie ze wzrostem od 2 do 11 ilos$ci wprowa-

dzanych grup tlenku etylenu woéwczas, gdy w czagsteczce byta

nieobecna lub wystepowata grupa benzylowa. Zdybiewska i Ja-
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nosz-Rajczyk w tej samej pracy stwierdzity, ze w przypadku
wprowadzenia siarczanu alkitowanego w miejsce chlorku sub -
stancja stawata sie bardziej oporna na biodegradacje.
Zdybiewska, Rzeczycka i Tarniowy [78] w badaniach biode-
gradacyjnych prowadzonych (w uktadzie ciaggtego zasilania

substratem) przy wspoétudziale wstepnie adaptowanej mieszanej

populaciji mikroorganizmow osadu czynnego, przy zakresie
stezen KSPC od 1 do 10.0 mg/dm3 wykazaty, zZe wzrost ilosci
grup tlenku etylenu z 8 na 22 w czgsteczce przyczyniat sie
do wzrostu opornoé$ci na utlenianie zwigzku. Autorki sgdzity

tak na podstawie oznaczen zaniku aktywnos$ci KSPC z btekitem
disulfinowym, pomiaru BZT5 i CZT.

Pitter prowadzac badania bromku heksadecylotréjmetyloamo-
niowego, chlorku heksadecylodwumetylobenzyloamoniowego,brom-
ku heksadecylopirydyniowego oraz preparatu o nazwie handlo-
wej Septonex (substancja aktywna tego preparatu posiadata w
poréwnaniu z bromkiem heksadecylotréjmetyloamoniowym grupe
hydroksyetylowa przy pierwszym weglu w tahdcuchu hydrofobo-
wym) w obecno$ci mieszanej populaciji drobnoustrojow osadu
czynnego, przy stezeniu KSPC 25. 0 mg/dm3,stwierdzit na pod-
stawie zaniku aktywnoS$ci KSPC z btekitem bromofenolowym,
usuniecia CZT i RWO, ze wprowadzenie do czagsteczki grupy
benzylowej lub pieréscienia pirydynowego Ilub hydroksyetylowej
powodowato wzrost opornos$ci na biodegradacje. Ten sam autor
poréwnujac biodegradacje czterech KSPC z innymi substratami
stwierdzit, Zze przyczyna matej szybkos$ci procesu (okoto 100
razy mniejszej od zwigzkoéw tatwo rozktadalnych) byta
obecno$¢ czwartorzedowego azotu w czagsteczce [48].

Z badan prowadzonych przez Baleux i Caumette [6] dla 10

substancji kationowo czynnych wynikato, ze tylko 5 ulegato

biochemicznemu rozktadowi. Autorzy ci sadzili tak na podsta-
wie pomiaréw zaniku KSPC w $Srodowisku wodnym i wzrostu li-
czebnosci drobnoustrojow populacji mieszanej biorgcych
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udziat w procesie.Uwazat i, ze przyczynag trwatoséci KSPC byta
obecno$¢ w czasteczce dodatkowego tancucha hydrofobowego (w
przypadku preparatu o nazwie Arguad) lub piersécienia benze-
nowego albo rozgatezionego tancucha alkilowego, lub obu tych
czynnikéw rownoczeé$nie (w przypadku preparatu o nazwie Hya-
mine 1622). Obecnos$¢ czwartorzedowego wegla w czasteczce
jest powszechnie uwazana za czynnik utrudniajgcy proces bio-
degradacji [64]. W pracy zwré6cono takze uwage, Ze z trzech
badanych zwigzkéw zawierajgcych pierscien pirydynowy (chlo-
rek, bromek i jodek heksadecylopirydynowy),tylko bromek ule-
gat biodegradacji. W pracy wykazano, Ze ulegatl biodegradaciji
preparat z pier$cieniem imidazolinowym, bromek i chlorek
cetylotréjmetyloamoniowy oraz preparat o} nazwie Ethoguad
(ktérego substancjg aktywnag byta KSPC o dwéch tafncuchach
hydrofobowych o C18 przytaczonych do czwartorzedowego azotu
i posiadajgca 15 spoiimeryzowanych drobin tlenku etylenu).
Swisher [59] podsumowujagc badania Ruiz Cruza, Masudy, Miu-
ra, Gawta, Yoshimury oraz Baluex i wspoétautorow stwierdzit,

ze wprowadzenie do czasteczki dwoéch tancuchoéw hydrofobowych

obniza zdolnos$ci jej do biodegradacji. Jednakze,jak wykazali
Baluex i wspoétautorzy, wprowadzenie do tej czagsteczki dodat-
kowo grup hydrofilowych skutecznie poprawito zdolnos$ci bio-

degradacyjne KSPC [6].

W omawianych pracach badano gtownie wptyw chemicznej
struktury molekuty na biodegradacje KSPC. Rozktad KSPC ob-
serwowano do momentu utraty wtasciwoséci powierzchniowo czyn-
nych przez czagsteczke badz stymulowania procesu oddechowego
(w pomiarach respirometrycznych), lub obnizania sie chemicz-
nego 1 biochemicznego zapotrzebowania tlenu Ilub, rozpuszczo-
nego wegla organicznego w trakcie prowadzenia procesu bio-
degradacji. Nalezy zaznaczyé¢, ze poszczego6lne doswiadcze-
nia byty prowadzone przy réznym stezeniu wyjSciowym KSPC i

biomasy. Rézny byt sposéb zasilania hodowli (okresowy lub
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ciggty). Duza ré6znorodno$é¢ metodyki zastosowanej w badniach
wynikata z braku ujedno liconycti przepisow dla prowadzenia
biodegradacji,jak ma to miejsce w przypadku ASPC i NSPC [51]
Tak wiec mozliwe byto uzyskiwanie réznych, czesto niekores-

pondujacych ze sobag wynikéw. Byto to wynikiem takze korzys-

tania z mikroflory w réznym stopniu zaadaptowanej do
rozktadu KSPC, stosowania réznych stezeh poczatkowych dla
KSPC (by¢ moze powyzej progu toksycznos$ci), wprowadzania

wraz z biomasg osadu czynnego dodatkowo tatwo przyswajalne-
go zr6dta wegla (stymulowanie procesu kometabolizmu). Oceneg
wptywu zmian strukturalnych czagsteczki KSPC na proces biode-
gradacji utrudnia takze fakt, ze nie zawsze prowadzono bada-
nia w obecno$ci KSPC uwazanej za standard (posiadajacej nie-
rozgateziony tancuch hydrofobowy o okres$lonej ilosci wegli,
podstawiony do czwartorzedowego azotu, do ktdrego podstawio-
ne sa trzy grupy metylowe). Mozna wiec podac tylko ogo6lne
czynniki wptywajagce na proces biodegradaciji pierwotnej. |
tak w gtéwnej mierze wptyw na biochemiczne utlenianie miata
budowa catej czagsteczki i zwigzana z nia rozpuszczalnos$é¢
KSPC, w tym dtugos$é hydrofobowego tanncucha i obecno$é w dro-
binie podstawnikéw, ktdre zmieniaty hydrofitowy (hydrofobo-
wy) charakter czagsteczki oraz podatno$¢ tych podstawnikéw na

utlenianie przez drobnoustroje.

3.4.5. Wplyw struktury kspc na bidegradacje catkowitag

Badania biodegradacji catkowitej wymagajg stosowania spe-
cjalnych metod pomiarowych, takich jak technika izotopowa z
wykorzystaniem 14C lub spektroskopia widm IR skojarzona z
rozdziatem chromatograficznym préob lub ze spektroskopia
*H NMR [6, 13, 19, 30, 35, 58].

Sullivan [58] prowadzit badania biodegradacji przez drob-

noustroje osadu czynnego trzech chlorkéw dwustearynodwumety-

14
loamoniowych, w ktérych C znajdowat sie w grupie metylowej

lub metylenowej wusytuowanej przy azocie, lub tez w tancuchu
alifatycznym (we wszystkich pozycjach). Badania wykazaty, ze
kazdy znaczony wegiel posiadat taka sama wartos$¢ dla
mikroorganizméw aklimatyzowanych do tych substratéw w pro-
cesie przemiany do dwutlenku wegla i biomasy.

Podobne wyniki uzyskat Hellmann [19] prowadzac badania
biodegradacji rowniez dla chlorku dwustearynodwumetyloamo-
niowego. Autor opierajac sie na chromatograficznym rozdziale
i analizie spektralnej IR, ustalat sktad posSrednich
produktéw powstajgacych w trakcie procesu biodegradaciji. Ta-
kie prowadzenie badan pozwolito na $§ledzenie mechanizmu pro-
cesu degradacyjnego. Hellmann stwierdzit, zZe podczas biode-
gradacji zachodzito utlenianie azotu czwartorzedowego i
pojawiaty sie azotany. Wykazat takze, zZe réwnoczed$nie zacho-
dzito systematyczne skracanie tancucha alkilowego badanej
KSPC.

Badania Sullivana,Hellmnna oraz Fengera i wspoOtautoréow wy-
kazaty, ze mozliwe byto uzyskanie catkowitej biodegradaciji
KSPC, ktéra zawierata w swej strukturze czwartorzedowy azot
podstawiony dwoma tanncuchami alifatycznymi o 14 weglach i
dwoma grupami metylowymi lub jedna grupg metylowg i grupa
benzylowa. Proces catkowitej biodegradaciji przebiegat pod
warunkiem przeprowadzenia wstepnej adaptacji mikroorganizmoéow
do rozktadu tego substratu.

Mozna zaznaczy¢, ze technika izotopowa pozwolita na jed-
noznaczne stwierdzenie, ze KSPC stanowita Zrédto wegla dla
drobnoustrojow, a sposoéb zaproponowany przez Fengera i
wspotautorow [13] Ilub Hellmanna [19] pozwalat rowniez na

§ledzenie mechanizmu procesu degradacyjnego.

3.5. MECHANIZM PROCESU BIODEGRADACJI SPC
Literatura podaje, Ze mechanizm biooksydacji SPC powinien

byé zgodny =z istniejgcymi w przyrodzie reakcjami charakte-

41



rystycznymi dla biochemicznego utleniania wielkoczgsteczko-
wych substancji organicznych. Przedstawiajgagc mechanizm bio-
degradacji zaréwno dla ASPC, jak i dla NSPC oraz KSPC mozna
oprze¢ sie na literaturze opisujacej te reakcje. Przebieg
catkowitej biodegradacji zalezy od budowy chemicznej SPC (w
tym zaréwno od usytuowania grupy hydrofobowej, hydrofilowej,
obecnos$ci i umiejscowienia 'grup funkcyjnych w czasteczce),
rodzaju mikroorganizrréw uczestniczacych W procesie i od
warunkow $rodowiskowych [6, 13, 19, 30, 57, 59, 64].
Ze wzgledu na obecno$¢ w czagsteczce SPC grup funkcyjnych o
podobnej budowie chemicznej ilog¢ drog biochemicznego
rozktadu jest nieduza i do najwazniejszych nalezg:
- utlenianie koncowej grupy metylowej na drodze co-oksydacji,
ktére jest pierwszym stopniem biodegradacji tancucha
hydrofobowego,
- /3-oksydacja, czyli proces rozktadu kwaséw ttuszczowych,
- utlenianie zwigzkéw aromatycznych, ktére ma miejsce w
wypadku wystepowania pier$cienia benzenowego,
- utleniania tancucha wieloeterowego.

W badaniach prowadzonych dla alki losu 1fonianu ( posiada-
jacego od 10 do 18 wegli w tarfnicuchu) wykazano, Ze hydrolity-

czny rozktad czagsteczki SPC zachodzit w miejscu przytagczenia

grupy hydrofobowej do hydrofilowej. Poczatkowo sadzono, ze
rozktad hydrolityczny czasteczki SPC przebiega tylko przy
krotkich tancuchach alkilowych posiadajacych cztery wegle.

Dalsze doniesienia mowity, ze czasteczki posiadajgce tancuch

hydrofobowy o 22 weglach mogty réwniez podlega¢ takiemu roz-

ktadowi. Wwyniku biodegradacji pojawiaty sie w S$rodowisku
posrednie produkty biodegradacji bedace alkoholami, aldehy-
dami lub kwasami ttuszczowymi o 22 weglach w tanfncuchu [57].
Oznaczato to, ze pierwszy etap biodegradacji SPC nie musi

koniecznie rozpoczyna¢ sie od utleniania tancucha hydrofobo-

wego, co przez niektérych badaczy byto uznawane za pewnik [77].
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Rozpatrujagc proces w-utleniania grupy metylowej umiejs-
cowionej na koncu prostego tancucha alkilowego do grupy
karboksylowej, mozna stwierdzi¢ za Swisherem, Ze moze odbywa¢
sie wedtug trzech reakcji. Dwie (a i b) zwigzane sa z przy-

taczeniem tlenu, pozostata (c) z odwodorowaniem substratu.

+.0 R CH CH CH — - 2H
2 — 2 2 3 *-
R CH CH CH OOH (a) 1. 0 . R CH CH = CH_ (c)
2 22 ’ (b) 2
-0 R CH CH CH OH +HO
2 2 2 2
}
R CH CH_C~
227N,

e}
R CH CH c?
2 2 "OH

Literatura opisuje, ze proces ten moze by¢ prowadzony
przez liczne kultury rozszczepigjgce tancuchy weglowodorowe,
przy czym zaznacza sie, ze jedne z nich preferuja, krdtsze a

inne dtuzsze tancuchy hydrofobowe [59]. Ten sam autor poda-

je, ze reakcja przytaczenia tlenu (a) jest katalizowana
przez enzym oksygenaze i w wyniku powstaje pierwszorzedowy
nadwodorotlenek , ktdry jest nastepnie redukowany do alkoho-

lu. W reakcji odwodorowania (c) powstaje poczatkowo podwdjne

wigzanie przy kohcu tancucha hydrofobowego,po czym nastepuje

uwodnienie substratu do alkoholu. Sag tez znane dowody, ze
reakcja zachodzi wedtug schematu (b). W dalszej kolejnosci
powstaja kolejno aldehyd i kwas ttuszczowy, ktdry moze ule-
ga¢ biodegradacji w procesie (1 oksydacji Ilub innym. Swisher

podaje, ze w niektédrych przypadkach obserwowano w-oksydacje
(dwuterminalng) zachodzaca na obu koncach tancucha
weglowodorowego lub powstawanie w trakcie procesow estrow
ttuszczowych. Autor przypuszcza, ze powstawanie estréow jest
wynikiem reakcji pomiedzy kwasami ttuszczowymi i alkoholami

lub ze estry sa posSrednim produktem w procesie w-oksydacji
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Swisher wyjasnia takze, ze dwuterminala biooksydacja zacho-
dzi woéwczas gdy, z réznych powodow hamowany jast proces
/?-oksydac ji. Dalej zwraca takze uwage, ze w przypadku
«-oksydacji tancuchéow weglowodorowych zawierajacych od 6 do
10 wegli proces powstawnia alkoholi i aldehydoéw moze ' by¢
stymulowany przez obecnos$¢ w korrérce plazmidu OCA, ktéry
wzbudza synteze odpowiednich enzyméw. Dalszy proces utlenia-

nia alkoholi zalezny jest nastepnie od obecnoscic chromosal

nego DNA, ktéry to umozliwia konwersje aldehydu do karboksy-

kwaséw. Swisher,powotujgc sie na prace wielu autoréw podaje,
ze byta obserwowana takze oksydacja (subterminalna) rozpo-
czynajagca sie atakiem na wegiel lezgcy na dalszych pozycjach
w tancuchu hydrofobowym (2, 3, 4, 5 lub na bardziej central-
nej pozycji). Proponuje, by proces ten nazwaé¢ y/-oksydacjag . W
wyniku biodegradacji powstaje poczatkowo drugorzedowy alko-
hol, nastepnie keton, ester oraz alkohol pierwszorzedowy

kwas octowy (schemat a). Znany jest tez mechanizm utleniania

drugorzedowych alkoholi zwigzany z powstaniem ketonu, dike-
tonu i koncowym powstaniem aldehydu i kwasu (schemat b).
(a) (b)

C CHCHCH ¢ CH CHOH CH
10 2 2 3 5 2 3
C CH CHOHCH ¢ CH CO CH
lo 2 3 5 2 3
C CHCOCH C CH OHCO CH
lo 2 3 5 3
C CH OCOCH C CcoO CcO CH
10 2 , 3 5 3
C CHOH + HO C CH C CHO + HO CCH
10 .2 2 i 3 = P L2 3

+ f i i

Podstawowa droga rozktadu dlakwaséw ttuszczowych zawie-
rajgcych prosty tancuch alkilowy o parzystej ilosci wegli

jest /3-oksydacja. W rezultacie tejreakcji tancuch alkilowy

skraca sie o dwa atomy weglowe.
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Reakcja rozpoczyna sie (po zaktywizowaniu czagsteczki przez
ATP ) od dehydrogenacji i powstania wigzania nienasyconego
pomiedzy weglami w potozeniu ot i Po przytaczeniu czagste-

czki wody, utworzeniu /?-oksyketokwasu nastepuje utlenienie,
ktére umozliwia przemiane grupy ketonowej do karboksylowej i
powstaje kwas karboksylowy skrécony 0 dwa atomy wegla w
tafncuchu.

Inng drogag biodegradacji alkilu jest ot-oksydacja. Jest to
dwustopniowe wutlenianie, podczas ktérego tancuch weglowodo-
rowy stopniowo skraca sie o jeden wegiel. Kohcowy wegiel
hydrofobu przechodzi do grupy karboksylowej,po czym odszcze-

pia sie w postaci dwutlenku wegla. Proces a-oksydaciji ma
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jednak pewne ograniczenia i moze zachodzi¢ w tancuchach za-
wierajgcych od 13 do 18 atomoéw C. Literatura podaje, ze w
przypadkach wystepowania w czgsteczce SPC tancuchodw

rozgatezionych, a w szczegélnos$ci zawierajacych w cze$ci hy-

drofobowej w pozycji f| grupe metylowag biodegradacja nie moze

zachodzi¢ na drodze /3-oksydacji. Znane sa jednak doniesie-
nia literaturowe moéwiace, ze przy udziale szczepu MiCiACCOC'
Cus Jl udato sie przeprowadzic¢ biodegradacije takiego
tancucha na drodze a- i f?-oksydacji [57].

Utlenianie grup funkcyjnych, takich jak arylowa lub
tancuch wieloeterowy moze odbywa¢ sie wedtug nastepujacych
mechanizmoéw biochemicznych. Przyktadowo przy obecnosdci
pierscienia benzenowego moze dochodzi¢ do przytagczania
dwéch grup hydroksylowych i powstawania rdzenia pirokatechi-

ny [64]. Rozszczepienie pirokatechiny lub jej pochodnej moze
nastagpi¢ pomiedzy grupami hydroksylowymi w pozycji orto
(rozszczepienie intradiolowe) 1lub w pozycji meta (rozszcze-
pienie ekstradiolowe).Szlak orto inicjowany jest przez 2-
dioksygenaze i prowadzi do powstania kwasu cis,cis-
mukonowego. Kwas ten pod wptywem szeregu enzymoéw zostaje
przeksztatcony poprzez bursztynylo-CoA w acetylo-CoA, ktéry
wtaczany jest do przemian cyklu Krebsa. Ekstradiolowe rozer-
wanie w pozycji meta (szlak meta) katalizowane jest przez
2", 3-dioksygenaze katecholowag.Szlak ten prowadzi przez semi-
aldehyd 2-hydroksymukonowy lub jego analogi do aldehydu
octowego i kwasu pirogronowego, ktére wtaczane sa réwniez do
cyklu Krebsa [57, 59, 64].
Obecny w czagsteczce SPC tanfncuch wieloeterowy (CHZCHZO) H
X
tez moze ulega¢ rozktadowi wskutek dziatalnosci mikroorga-
nizméw. Proces ten uzalezniony jest od dtugosci tancucha.
Przyjmuje sie, ze przy 6 do 10 spolimeryzowanych molekutach
tlenku etylenu biodegradacja zachodzi szybko i to w 100%,

natomiast szybkos$¢ rozktadu wyzszych homologéw (przy 20 i 30
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molekutach tlenku etylenu)
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byt nastepujacy:

pepton kazeinowy mg
bulion SUCHY e 105 mg
mg
4. CZESC DOSWIADCZALNA mg
mg
4.1.METODYKA BADALf mg
mg
4.1.1. Badane substraty i warunki hodowli osadu czynnego S = T T 50 mg
Przedmiotem badan byty preparaty o nazwie firmowej Kamin Wzoda W4odociqgowa .................................. do..I dm3
R MR, Kaminox R 15 RM, Kaminox R 5 RB, Kaminox R 11 RB.
R symbolizowato tancuchy weglowodorowe od 'CBH” do -C22H45, W badaniach korzystano takze z wody do rozciedczeAn pozbawio-
gtéwnie od -C18H37 do -022H45, ktéore pochodzity z r o $Slinnych nej zaréwno z2ré6dta wegla, jak i azotu [22].
kwasow porafinacyjnych. Symbol RM oznaczat grupy metylowe, a Aparatura do badan biotechnologicznych
RB obecno$¢ podstawnikéow benzylowych usytuowanych przy azo- Hodowle drobnoustrojéw prowadzono w 4 standardowych labo-
cie czwartorzedowym. Liczby 5, 11, 15 okre$laty ilos$ci spo- ratoryjnych instalacjach przeznaczonych do ciggtej hodowli
limeryzowanych grup tlenku etylenu, ktére byty umiejscowione osadu czynnego. Pojedyncza instalacja sktadata sie ze zbié6r-
przy azocie czwartorzedowym. Preparaty zostaty wyprodukowane nika wstepnego o pojemnoéci 24 dm3 przeznaczonego na doplyw,
w Instytucie Ciezkiej Syntezy Organicznej "Blachownia". pompy perystaltycznej, reaktora o pojemno$ci okoto 3 dm3 (od
Otrzymano je w wyniku reakcji amin z chlorkiem metylu lub 3.3 do 3.5), osadnika wtérnego o objgtosci 2 dm3, zbiornika
oksyetylowatiych amin z chlorkiem metylu lub benzylu, w tem- o pojemnoséci 24 dm3na odptyw, pompek przeponowych do napo-
peraturze 90° C z udziatem alkoholu etylowego jako rozpusz- wietrzania i do wymuszania vrecyrkulacji osadu czynnego z
czalnika. Byty to maziste, nielotne substancje roztworzone w osadnika wtérnego do komory napowietrzania [51].
50 % alkoholu, w badanych stezeniach dobrze rozpuszczalne w Pochodzenie drobnoustrojéw
wodzie [36-38]. Hodowle zapoczgtkowano z osadu czynnego pobranego z komo-
Piata testowang substancjg byt zwigzek chemicznie czysty o ry napowietrzania osiedlowej oczyszczalni $ciekéw bytowo-go-
nazwie bromek cetylotréjmetyloamoniowy (BCTMA), wyprodukowa- spodarczych .
ny przez angielskag firme Berkshire. Hodowla osadu czynnego
W badaniach uzywano takze tatwo mikrobiologicznie rozkta- Hodowle mikroorganizméw prowadzono w czterech etapach
dalnego substratu imitujgcego sScieki bytowo-gospodarcze, Kkto- w temperaturze 20° C. Etap 1 przewidywat zasilanie drobno-
ry przygotowywano zgodnie z normga [51]. Sktad tego substratu ustrojow $ciekami syntetycznymi przez okres okoto 4 tygodni.
Etap 2 obejmowatl prowadzenie procesu adaptacji drobnoustro-
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jow do wzrastajgcych dawek KSPC w doptywie o stezeniu od 0.5 nowym [22]. KSPC oznaczano kolorymetrycznie z btekitem disul-

do 20.0 mg/dm przez okres 6 tygodni. Etap 3 dotyczyt dozo- finowym [47], zawiesine masy drobnoustrojéw wagowo na sacz--
wania syntetycznych $ciekéw z KSPC w stezeniu 20.0 mg/dm3 kach. suchg mase organiczng po wyprazeniu w 550 C. stezenie
przez 3 tygodnie. Ostatni, 4 etap zaktadat kontynuacje tlenu rozpuszczonego za pomocag sondy tlenowej, indeks Mohl-
hodowli w warunkach, w ktérych preparaty zawierajagce KSPC manna w cylindrach miarowych o pojemnos$ci 100 cm (ustalona
stanowity gtéwne zrodto wegla i azotu dla inkubowanych warto$¢ indeksu moze by¢é poréwnywana z wynikami uzyskiwanymi
mikroorganizméw. Etap ten trwat okoto 4 tygodni, podczas tylko w ten sam sposob).
ktorych preparat dozowano do wody do rozciefdczen w stezeniu 4.1.2 .2. Oznaczenie aktywnos¢i dehydrogenaz
20.0 mg KSPC/dm3. Aktywnos$¢ dehydrogenaz oznaczano w obecnosdci chlorku
Kontrola procesu obejmowata codzienne pomiary intensyw - 2,-3,-5-tréjfenylotetrazolowego (TTC), korzystajac z metodyki
nos$ci doptywajgcych roztworéw zasilajgcych, sprawdzanie i zmodyfikowanej przez Mikscha [43]. Polegata ona na
regulowanie stezenia tlenu w komorze aeracji (do okoto okre$laniu, kazdorazowo przed przystgpieniem do pomiarow,
2 mg O"/dms), usuwanie osadu nadmiernego oraz badania fizy- optymalnych parametréw inkubacji drobnoustrojéw, takich jak
kochemiczne préb $redniodobowych doptywéw i odptywéw z in- stezenie TTC (2 % roztwoér TTC dozowano w zakresie od 0.1 do
stalacji. Obejmowaty one oznaczenie pH, CZT, stezenia KSPC, 1.0 cm3) i czas inkubacji ( ustalany w zakresie od 10 do 45
azotu amonowego, azotynow, azotanoéw. Dla osadu czynnego minut) w celu uchwycenia liniowego przyrostu aktywnoéci,
okreslano stezenie zawiesiny i biomasy drobnoustrojow oraz wynik podawano w pM TF/dm3 h lub pM TF/g sm h. Wyznaczana w
indeks Mohlmanna. ten sposob wielko$é obrazowata przyrost aktywnosci dehydro-
Do oznaczen dodatkowych wykonywanych w 1 i 3 etapie badan genaz podczas inkubacji drobnoustrojow.
(czyli przed i po procesie adaptacji) nalezaty pomiary akty- 4. 1.2.3. Analiza widmowa IR i iH NMR
wnoéci dehydrogenaz. Ponadto na zakondczenie 3 etapu przepro- Analizie poddawano préby pobierane z doptywu i odptywu z
wadzano spektroskopowe analizy widm IR i NMR, a na zakon- komory aeracji oraz roztwory wzorcowe badanych KSPC. Objeto-
czenie 4 etapu widma *H NMR. Do analiz spektroskopowych proé- §ci préb wynosity 1.0 do 10.0 dm3. Proby poddawano trdjstop-
by odptywu pobierano, uwzgledniajac czas retencji w komorze niowej ekstrakcji chloroformowej, uzyskany ekstrakt zatezano
aeracji i w osadniku wtérnym, po oznaczeniu stezenia KSPC. pod proznig do suchej pozostatos$ci. Ekstrakty przeznaczone
4.1.2. Oznaczenia analityczne do analizy widmowej *H NMR zatezano dwustopniowo, stosujac
kolejno kolby o pojemnos$ci 1000 i 25 cms. Sucha pozostatos$¢

4.1.2.1. Oznaczenia fizykochemiczne

. i 3
W trakcie badan wykonywano pomiary: pH potencjometrycznie, przeznaczonag do pomiaru widma IR rozpuszczano w 10 cm czte-

. . 1 3
CZT wedtug Eckenfeldera lub jako utlenialno$¢é metoda nadman- rochlorku wegla,przeznaczong do pomiaru widma H NMR w1 cm

. . - deuterowanego chloroformu. Wymienione rozpuszczalniki przy-
ganianowa, azot amonowy kolorymetrycznie z odczynnikiem Ness-

lera, azotyny kolorymetrycznie z kwasem sulfanilowym i a -na- jete za Baleux i Caumette [6] oraz Hellmannem [20] zape-

ftyloaming , azotany kolorymetrycznie z kwasem fenolodwusulfo- wniaty dobra rozpuszczalnosé badanych substancji.
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Widma IR wykonywano z uzyciem spektrometru do podczer-
wieni typ UR-10 firmy Carl Zeiss Jena. korzystajac z nieroz-

ktadalnych kuwet wykonanych z KBr. Grubo$¢ mierzonej warstwy

roztworu wynosita 0.2 mm. Widma rejestrowano w zakresie
drgan rozciggajacych grup »CHZ— i »CH3 od 2700 do 3200 cm1l.
W tym zakresie widmo rozpuszczalnika pozbawione jest pasm
absorpcyjnych. Intensywno$¢ pasm mierzono metodag linii pod-
stawowej, wyrazano w jednostkach absorbancji, ktoéra zgodnie
z prawem Beera jest proporcjonalna do stezenia [4]. Inten-
sywnos$é pasm grupy »CH3 mierzono przy 2970 cm 1 i oznaczano
jako A Al a Z—CH— przy 2930 cm i oznaczano A AZ, nastepnie
wyznaczano stosunek A AzlA Al. Widma H NMR okres$lano za
pomocg spektrometru H NMR Jeol-IMN-60 o czestos$ci 60 MHz.
Pomiaru dokonywano w temperaturze 20°C wobec wzorca
wewnetrznego tetrametylosi lanu (TMS). Interpretacije widm
prowadzono zgodnie z zaleceniami literatury [4, 16, 20, 60,
64, 65].

4.2. WYNIKI DOSWIADCZEN

4.2.1. Biodegradacja bromku cetylotré6jmetyloamoniowego przez
drobnoustroje osadu czynnego

Wykonane we wstepnej fazie pracy badania nad adaptacjag i
biodegradacja bromku cetylotréjmetyloamoniowego (rys.l)
przez drobnoustroje osadu czynnego miaty na celu sprawdzenie
poprawnos$ci przyjetej metodyki okres$lania i interpretowania
widm spektrometrycznych. Badana s6l amoniowa stanowita indy-
widuum chemiczne badane i opisywane w literaturze jako ule-
gajagce biodegradacji [59].

Badania rozpoczeto hodowlg drobnoustrojow osadu czynnego
zasilanych tatwo rozktadalnym substratem (stanowity go $cie-
ki syntetyczne) o us$rednionej wielkos$ci CZT odpowiadajacej

760 mg 02/dm9 (tabela 1).
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Tabela 1

Zmiany wybranych wskaznikéw zanieczyszczen przed i po wpro-
wadzeniu bromku cetylotréjmetyloamoniowego do reaktora osa-
du czynnego, wartos$ci Srednie

Nr CZT [mg/dm3] KSPC [mg/dm3] Odezyn
etapu  doptyw odptyw doptyw doptyw  odptyw
1 760 183 - 7.2 7.3
3 655 116 20.0 7.1 7.2
4 197 87 20.0 7.1 7.2

ETAP 1 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKIADALNYM SUBSTRATEM

ETAP 3 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKIADALNYM SUBSTRATEM | BROM-
KIEM CETYLOTROIMETYLOAMONIOWYM

ETAP 4 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO TYLKO BROMKIEM CETYLOTROJMETYLOAMONIO-

WYM
Tabela 2
Parametry biodegradacji przed i po wprowadzeniu bromku
cetylotr6jmetyloamoniowego do reaktora osadu czynnego
Obcigzenie* Stezenie* Czas* Wiek* Indeks*
Nr** substratowe zawiesiny  napowie- osadu Mohl-
etapu osadu czyn. osadu czyn. trzania czyn. manna
[g CZT/g sm d] [9/dm 3] [godz.] [d] [cm3/g]
1 0.36 2.30 18 3-24 94-186
0.20 3.92 18 24-28 24-42
4 0.15 2.07 18 >28 19-31

* WARTOSC SREDNIA
** JAK W TABELI 1

53



Tabela 3

Efekty biodegradacji przed i po wprowa-
dzeniu bromku cetylotréjmetyloamoniowe-
go do reaktora osadu czynnego, wartosci

Srednie
Nr* Usuniecie [ % ]
etapu czt KSPC
75 -
82 100
4 60 78

* JAK W TABELI 1

Tabela 4

Przemiany zwigzkow azotowych w procesie biodegradacyjnym
przed i po wprowadzeniu bromku cetylotrojmetyloamoniowego
do reaktora osadu czynnego

Nr* Mineralne formy azotu [ mg N/drn3 ]

eta- nhé+ NO2" NO3’

pu doptyw odptyw doptyw odptyw doptyw odptyw
1 4.7-15.0 8.0-23.3 0-0.4 0-6.2 0 0-1.9

3 4.0-18.0 0-1.9 0 6.3-6.9 0-0.6 12.5-15.0

4 0.9-2.0 0.4-0.9 0-0.02 Oofod 0-09 0.9-1.4

* JAK W TABELI 1
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W trakcie 18-godzinnego napowietrzania osadu czynnego

obcigzanego substratem w wielkoéci 0.36 g CZT/ g sm d uzys-

kiwano 75 % biodegradacje substratu (tabele 2 i 3) oraz
staba nitryfikacje azotu amonowego. Azotany w odptywie
osiggaty maksymalne stezenie 1.9 mg N NO”/dm (tabela 4).

Wyhodowany osad czynny posiadatl cechy wzrostu rozproszonego.

Objawiato sie to wzrastajgacym indeksem osadowym, ktéry pod
koniec etapu osiggat 186 cm3/g (tabela 2). Pogarszanie sie
wtasciwosci sedymentacyjnych osadu czynnego wigzato sie

przede wszystkim 2z dtugim okresem napowietrzania, ktoéry byt
konieczny ze wzgledu na dalszy przebieg prac. Po uzyskaniu
statej sprawnos$ci usuwania tatwo przyswajalnego substratu
rozpoczeto dozowanie bromku cetylotréjmetyloamoniowego ini-
cjujac przez to 2 etap dosSwiadczen, trwajacy okoto 6 tygod-
ni. Byt to etap decydujacy o dalszym powodzeniu pracy. Ce-
chowat sie nieustabilizowanym charakterem proceséw
zachodzgcych w bioreaktorze. Wynikéw z prowadzonych w tym
okresie obserwacji nie zamieszczono. Wyniki badan dla 3 eta-
pu prac (tabele 1, 2 i 3) wskazywaty, ze proces adaptacji
zostalt przeprowadzony prawidtowo i biodegradacja bromku ce-
tylotré jmetyloamoniowego w obecnos$ci tatwo wutlenialnego sub-
stratu zachodzita z wysokg wydajnos$cia. W 3 etapie pracy
podczas 18-godzinnego napowietrzania z badang substancja w
stezeniu 20.0 mg KSPC/ dm3 , przy obcigzeniu substratowym
osadu czynnego 0.20 g CZT/g sm d, zachowujgc dtugi wiek osa-
du dochodzgcy do 28 d uzyskiwano 82% usuniecie CZT oraz 100%
KSPC (tabele 2 i 3). Stezenie azotanow w odptywie wynosito

od 12.5 do 15.0 mg N NOQT/de (tabela 4);wskazuje to na wyso-
kg wydajnos$¢ nitryfi kacji. Nie stwierdzano ujemnego wptywu
badanej substancji na proces sedymentacji osadu.lndeks Mohl-
manna zmieniat sie w zakresie od 29 do 42 cmS/g. Prowadzona
w 4 etapie badan biodegradacja bromku cetylotré6jmetyloamonio-

3
wego przy stezeniu 20.0 mg KSPC/dm wykazata, ze réwniez w
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warunkach, gdy substancja ta stanowita jedyne Zré6dto wegla i
azotu, mozliwe byto uzyskiwanie 60% usuniecia CZT, 78% dla
KSPC oraz nitryfikaciji azotu amonowego (tabela 1, 3 i 4).
Uwaza sie, Zze stwierdzana w doptywie obecno$¢é azotu amonowe-
go oraz sporadycznie azotynéw i azotandéw (tabela 4) byta
zwigzana z obumieraniem, a nastepnie utlenianiem biomasy
bakteryjnej, ktora w znikomych ilosciach wystepowata na
§cianach zbiornika magazynujacego roztwor zasilajacy. Na
zakonczenie 3 etapu badan przeprowadzono pomiary widm IR
dla roztworu wzorcowego oraz doptywu i odptywu z reaktora
osadu czynnego. Warto$¢ ilorazu A A~A A wskazujagcego zmia-
ny ilo$ciowe grup -CH3 i -CH-2 w tancuchu hydrofobowym zmie-
niata sie kolejno z 1.77 na 1.49 i na 3.26 odpowiednio w
roztworze wzorcowym, doptywie i odptywie (tabele 5 i 6).
Wzrost ilorazu z 1.49 na 3.26 $wiadczyt o zmniejszaniu sie
ilosci grup metylenowych w tancuchu weglowodorowym badanego
zwigzku. Wskazywato to na biooksydacje tancucha alkilowego.
Widma 1H NMR wykonywane dla roztworu wzorcowego oraz dopitywu
i odptywu z reaktora pozwalaty na przeprowadzenie
nastepujacej interpretacji. W widmie roztworu wzorcowego
bromku cetylotrdjmetyloamoniowego mozna byto wyrézni¢ sygnat
0 przesunieciu 6:0.9 ppm (oznaczony symbolem a) oraz o prze-
sunieciu 6:1.2 ppm (opisany jako b). Swiadczyty one o obec-
nosci grup —CH3 i —CHZ— nalezgcych do tancucha alkilowego.

Widoczny byt tez sygnat o] przesunieciu 6:2.3 ppm (c)

nalezacy do protonéw grup metylenowych i o] przesunieciu
6:3.2 ppm nalezgcy do protondéw grup metylenowych (d) i mety-
lowych (e) znajdujacych sie bezpos$rednio przy atomie azotu
(rys.l). Odczytany z krzywych integraciji stosunek ilosci
protonéw w tancuchu alkilowym do ilo$§ci protonéw przy azocie

uktadat sie jak 31:11 (rys.l). Odpowiadat wiec rzeczywistej
ilosci protonéw w czagsteczce bromku cetylotréojmetyloamonio-

wego. Oznaczato to, ze widmo wykonano poprawnie.
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Tabela 5

Intensywno$¢ pasm -CH3 wzorca oraz préb przed i po wprowa-
dzeniu bromku cetylotrojmetyloamoniowego do reaktora osadu

czynnego
Transmisja Absorbancja
Nr Tl -CH, Ax -CH3 A At
préby (2970) cm'1 (2970) cm'1 _

[96] [jedn.abs. ] [jedn.abs.]
1 87.0 0.0604

94.0 0.0268 0.0336
2 65.5 0.1837

95.0 0.0222 0.1615
3 59.0 0.2291

94.0 0.0268 0.2023

TRANSMISJA 94» | 95» ODPOWIADA POZIOMOWI TtA

PROBA 1 ROZTWOR WZORCOWY
PROBA 2 PRZED PROCESEM BIODEGRADACII
PROBA 3 PO PROCESIE BIODEGRADACIJI

Tabela 6

Intensywno$¢ pasm -CHj- wzorca oraz préb przed i po wprowa-
dzeniu bromku cetylotréjmetyloamoniowego do reaktora osadu

czynnego
Transmisja Absorbancja AA
Nr* T2 -CH,- Aj -CHa- AA,
préoby (2930)cm (2930) cm'l AA,
[%] [jedn.abs.] [jedn.abs.]
1 90.0 0.0457
94.0 0.0268 0.0189 1.77
2 74.0 0.1307
95.0 0.0222 0.1085 1.49
3 81.5 0.0888
94.0 0.0268 0.0620 3.26

* JAK W TABELI 5
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Rys.1. Widmo NMR roztworu wzorcowego zawierajacego bromek cetylotréjmetyloamoniowy

Fig.1. H NMR spectrum of standard solution containing hexadecyltrimethylammonium bromide
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Rys.2. Widmo *H NMR sktadnikow doptywu, do reaktora osadu czynnego zawierajgcego tatwo
utlenialny substrat wzbogacony bromkiem cetylotré6jamoniowym

Fig.2. IH NVR spectrum of components on inflow into activated sludge reactor containing
readly oxidizable substrat enriched by hexadecyltrimethylammonium bromide
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Widmo sktadnikoéw roztworu zasilajacego reaktor osadu
czynnego wskazywato na obecnos$é- tancucha alkilowego (sygnat
0O przesunieciu 6:0.9 i 6:1.2 ppm) oraz azotu w sagsiedztwie
grup metylowych i metylenowych (impuls 0 przesunieciu

6:3.2 ppm«rys.2). Stwierdzono, ze nie pojawit sie sygnat (c)

0O przesunieciu 6:2.3 ppm. Pojawit sie natomiast staby Sy -
gnat (f) o przesunieciu 6:1.4 ppm nalezacy do protonéw
zwigzanych z azotem w metyloaminie. z krzywej integraciji
wynikato, ze zmienit sie (na 80:21) stosunek ilo$ci protondw
w tancuchu alkilowym do protondéw przy azocie (rys.2). Ozna-
czato to, ze zmniejszyta sie ilosé¢ protondw w czagsteczce.
Stwierdzono wiec, ze rozpoczynata sie biodegradacja

czagsteczki KSPC. Proces ten nie byt zwigzany jeszcze

catkowitag utratag wtasSciwos$ci powierzchniowo czynnych przez
czgsteczki badanej substancji. Wskazywato na to analityczne
oznaczenie KSPC w doptywie (tabela 1).

Widmo 1H NMR sktadnikéw z odptywu z reaktora z osadem
czynnym posiadato staby sygnat o} przesuniegciu 6:0.8 ppm
pochodzacy od protonéw grup “CH™ i wyrazny sygnat o] prze-
sunieciu 6:1.0 ppm od protonéw grup -CH- (rys.3) . Brak byto
sygnatu (c) zwigzanego z protonami grupy -CH- i sygnatu
(e + d) protonéw grup —CHZ— i —CH3 potaczonych z azotem amo-

niowym. Natomiast wyrazniej zaznaczyty swa obecnos$¢ protony

zwigzane z metyloaming dajace sygnat (f) o} przesunieciu
6:2.3 ppm (rys. 3). Przemiany te w powigzaniu z pomiarami
analitycznymi KSPC i spektroskopii IR $wiadczyty, ze rozktad

KSPC zwigzany byt z utratg wtasciwos$ci powierzchniowo czyn-
nych czgsteczki, z biodegradacjag tancucha alkilowego, azotu
amoniowego i powstawaniem metyloaminy jako produktu po-

Sredniego.
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4.2.2. Biodegradacja preparatu Kamin R MR przez drobnoustro-
je osadu czynnego
Badania nad biodegradacjg preparatu Kamin R MR miaty da¢
odpowiedz, czy mozliwy jest rozktad czwartorzedowej soli
amoniowej (nie bedacej indywiduum chemicznym) posiadajacej
tancuchy alkilowe o ré6znej ilosci wegla, gtéownie od C H

18 37
do C H i azot podstawiony trzema rodnikami —CH3 (rys.7).

22 45
Analogicznie do badan poprzednich te cze$§é¢ 1 etapu pracy roz
poczeto od hodowli osadu czynnego, zasilajagc drobnoustroje
tatwo rozktadalnym substratem (symulujacym sktad $ciekéw by-
towo-gospodarczych)

Doprowadzajac do komory aeraciji substrat o S$rednim
CZT 427 mg O"/dm3 (tabela 7) i poddajac go 15-godzinnemu

napowietrzaniu przy obcigzeniu substratowym osadu czynnego

0.29 g CZT/g sm d oraz utrzymujgc stezenie osadu 2.41 g/dm3

(tabela 8), wuzyskiwano 75% usuniecie CZT (rys.4a i tabela 9).
Stwierdzano robwniez pojawianie sie wniewielkich ilo§-
ciach azotu azotanowego w odptywie (rys.5c i tabela 10).

Ustalajgc dtugi czas napowietrzania, co byto zwigzane z pro-
wadzeniem w 2 etapie badan adaptacji do KSPC, mozna byto

przewidzieé¢, ze witadciwosci sedymentacyjne osadu beda nieko-

rzystne. Potwierdzity to obserwowane zmiany wielko$ci indek-
su osadowego w zakresie 334 do 715 cm3/g (rys.5a i tabela 8).
Po przeprowadzeniu w etapie 2 badan adaptacji drobnou-

strojow do rozktadu preparatu Kamin R MR w nastepnym 3 eta-
pie prac preparat ten dozowano do roztworu zasilajgcego tak,
aby utrzymywacé¢ stezenie na poziomie 20.0 mg KSPC/dm3. Wyniki
badan podane w tabelach 7 do 10 wskazuja, ze proces adapta-
cji drobnoustrojow do preparatu Kamin R MR przebiegat prawi-
dtowo, gdyz nadal stwierdzano wysokiesrednie wusuniecie CZT

73% (rys.4b i tabela?9) i 99% usuniecie KSPC (tabela 9).
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Efekty te uzyskiwano przy niskim obcigzeniu substratowym osa-
du czynnego 0.14 g CZT /g sm d, przy stosunkowo duzym steze-
niu osadu czynnego ($rednio 5.41 g/dms), utrzymujac wiek
osadu na poziomie od 22 do 33 d i przy dtugim 20-godz.

napowietrzaniu (tabela 8). CZT roztworu zasilajacego wy-
nosito $rednio 629 mg 02/dm3 (tabela 7). Nitryfikacja nadal

zachodzita z wyzsza niz w 1 etapie badan wydajno$ciag.Stwier-
dzano wahania stezenia azotanéw w odptywie od 3.1 do 16.9 mg

N NO"/dm3 (rys. 5d i tabela 10). Osad czynny nadal posiadat
3

rozproszong strukture, obserwowano jednak poprawe indeksu
sedymentacyjnego. W wiekszos$ci przypadkow nie przekraczat
warto$ci 200 cm3/g (rys.5b i tabela 8). Badania biodegra-
dacji preparatu Kamin R MR prowadzone w 4 etapie prac, w
warunkach gdy preparat stanowit gtéwne Zré6dto wegla i azotu,

pokazaty, ze przy 1l4-godzinnym napowietrzaniu substratu o]
Srednim CZT 84 mg 02/dm3 i stezeniu kationowej substanciji
powierzchniowo czynnej 20.0 mg KSPC/dm3 (tabela 7), przy
niskim obcigzeniu osadu czynnego 0.04 ¢ CZT/g sm d moz-
liwe byto usuniecie CZT w 77% i w 90% KSPC (tabela 9). Na-
dal zachodzita nitryfikacja jonu NH4 (tabela 10).Stwierdzano
dalszag poprawe wtasciwoséci sedymentacyjnych osadu czynnego.
Indeks osadowy Mohlmanna przyjmowat wartos$ci od 90 do
106 cm3/g. Wyrazna zmiana wtasciwos$ci sedymentacyjnych osadu
czynnego byta powigzana z zatrzymywaniem i gromadzeniem sie
KSPC na ktaczkach osadu.

W celu wykazania zmian w aktywnos$ci fizjologicznej drobno-
ustrojow osadu czynnego pod wpltywem dozowanego preparatu
oznaczano przyrost aktywnos$ci dehydrogenaz.Pomiary odnoszono

do objetos$Sci jednostkowej bioreaktora oznaczajgc je symbolem

A i wyrazajac w pM TF/dm3 h lub do jednostkowej masy osadu

v

czynnego i jako wielkos$¢ aktywnos$ci wtasSciwej oznaczano sym-

bolem AZ i przedstawiano w pM TF/g sm h. Przyrost aktywnoS$ci

wtasciwej dehydrogenaz A w 1 i 3 etapie badan przedstawiono
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Zmiany wybranych wskaznikéw zanieczyszczen przed i

wartos$ci Srednie

Tabela 7

po wpro-
wadzeniu preparatu Kamin R MR do reaktora osadu czynnego,

Nr CZT [mg/dm3] KSPC [mg/dm3] Odczyn
etapu doptyw odptyw doptyw doptyw odptyw
1 427 111 - 7.2 8.2
3 629 170 20.0 8.3 8.4
4 84 27 20.0 7.9 8.2

ETAP 1 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO +ATWO ROZK1ADALNYM SUBSTRATEM

ETAP 3 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO LATWO ROZKHADALNYM SUBSTRATEM
RATEM KAMIN R MR

ETAP 4 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO TYLKO PREPARATEM KAMIN R MR

Parametry biodegradaciji przed i po wprowadzeniu
ratu Kamin R MR do reaktora osadu czynnego

Obcigzenie* Stezenie™* Czas™* Wiek*
Nr** substratowe zawiesiny napowie- osadu
etapu osadu czyn. osadu czyn. trzania czyn.
[ CZT/g sm d] [g/dm3] tgodz.] [d]

1 0.29 2.41 15 6-19
2 0.14 5.41 20 22-23

4 0.04 3.25 14 >33

* WARTOSC SREDNIA
o JAK W TABELI 7
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I PREPA-

Tabela

prepa-

Indeks™*
Mohl-
manna

[ecmVg]

334-715
165-258

90-106

8

Tabela 9

Efekty biodegradacji przed i po wprowa-
dzeniu preparatu Kamin R MR do reaktora
osadu czynnego, wartos$ci Srednie

Nr* Usuniecie [ % ]
etapu czT KSPC
1 75 -
3 73 100
4 77 90

* JAK W TABELI 7

Przemiany zwigzkow azotowych w procesie

przed i po wprowadzeniu preparatu Kamin R MR do
osadu czynnego
Nr* Mineralne formy azotu [ mg N/dm3 ]
eta- NH. 4 NO2* NO
Py doptyw odptyw doptyw odptyw doptyw
1 0.3-16.0 0.4-20.0 0-0.1 0-0.3 0-1.27
3 1.7-12.7 3.2-10.7 s Sl 0-0.4
4 0-0.2 0-2.8 Sl s, 0

* JAK W TABELI 7
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Tabela 10

biodegradacyjnym
reaktora

3
odptyw
0.5-1.3
3.1-16.9

1.2-5.6



na rys.6 w zaleznos$ci od czasu hodowli drobnoustrojow. W

tabeli 11 pokazano przyrost aktywnos$ci AV w zaleznoS$ci od
szybkos$ci dostarczania substratu OV lub w zaleznoS$ci od
szybko$ci usuwania substratu VV. Natomiast w tabeli 12 przy-
rost aktywnos$ci AZ w zaleznosdci od szybkosdci dostarczania

substratu O lub szybko$ci usuwania substratu V . Wymienione
z z
w tabelach 11 i 12 zaleznoS$ci mozna wg Mikscha z wysoka

korelacja opisywa¢ za pomocag rdéwnan liniowych [43]:

A =a * o0 + b (1) lub V =a* A + b (2)
v i v i v 2 \ 2

gdzie:
a , a® wspoétczynniki zwigzane z przyrostem aktywnosé$ci dehydro-
genaz, wywotane jednostkowa zmiang w szybkos$ci dostarczania

substratu,

az,a wspoétczynniki zwigzane z przyrostem aktywnos$ci dehydro-
genaz, wywotane jednostkowa zmiang w szybkos$ci zuzycia sub -
stratu,

b - b wspétczynniki zwigzane z metodyka oznaczania aktywnos$ci

i wtasciwosciami populacji drobnoustrojow.

Przedstawianie zmian aktywno$ci dehydrogenaz w powigzaniu
z szybkos$cig dostarczania lub usuwania substratu pozwala na
wyznaczenie wspotczynnikow al-a4, ktére z kolei przy tych
warunkach prowadzenia hodowli (wzbogacenie $ciekéw surowych
w jedng z badanych KSPC) pozwalajag sadzi¢ o dostepnos$ci dla
mikroorganizmoéw KSPC jako drugorzednego Zzrédta wegla.

Jak pokazano tabelach 11 i 12,uzyskiwane przyrosty aktyw-
noé$ci dehydrogenaz nie korelowaty w odpowiednio wysokim stop-

niu z szybkos$cig dostarczania substratu (obcigzeniem substra-

towym osadu czynnego) lub z szybkos$cig usuwania substratu.
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Rys.4. Zmiany stezenia CZT w procesie biodegradacji metoda
osadu czynnego tatwo utlenialnego substratu (a) i
tatwo wutlenialnego substratu wzbogaconego preparatem

Kamin R MR (b)

Fig. 4. Changes of COD concentration in biodégradation pro-
cess by activated sludge method of readily oxidizable
substrat (a) and readily oxidizable substrat enriched

by the Kamin R MR product (b)
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(c)
200
(b)
10 4 12 13 rt 15 ,
CZAS HODOWLI 3 ETAPU BAtiAN [bOB~”
(a)
Rys.5. Zmiany indeksu Mohlmanna i stezenia azotandw przed
(a,c) i po (b,d> wprowadzeniu preparatu Kamin R MR do

reaktora osadu czynnego

Fig.5. Changes of Mohlmann's index and nitrate concentra-
tion before (a,c) and after (b.d) introducing the
Ramin R MR product into activated sludge reactor
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Przy poziomie ufnodéci 95% wspodtczynnik korelacji r wynosit

0.0255 pomiedzy wartos$ciami A i O ; 0.1277 pomiedzv A i
v v v

V ; 0.3710 dla parametréow A i O ; 0.1784 dla A i V . Nie

v z z z z

mozna byto przy opisie zmian aktywnosci dehydrogenaz w

obecnos$ci KSPC korzysta¢ z réwnah matematycznych (1), (2),

(3) lub (4).

Brak zaleznoéci pomiedzy szybkoéciag dostarczania substra-
tu lub szybko$cig usuwania substratu a przyrostem aktywnoS$ci
dehydrogenaz byt powodowany rézng szybkos$cig biodegradaciji
KSPC, ktéra byta zatrzymywana i gromadzona na ktaczkach osa-
du czynnego. Kationowa substancja powierzchniowo czynna ule-
gata rozktadowi dopiero po pewnym czasie powodujac wzrost
aktywnos$ci dehydrogenaz, ktéry w danym momencie nie byt juz
zwigzany z szybko$cig dostarczania lub usuwania substratu.
Wyniki przyrostu aktywnos$ci dehydrogenaz przedstawione w za-
lezno$ci od czasu trwania badan wskazujg na wahania w ak-
tywnos$ci dehydrogenaz (rys.6b). Nie stwierdzono systematycz-
nego wzrostu aktywno$ci w zaleznos$ci od czasu trwania hodow-
li.

Obserwacje spektroskopowe widm IR, przeprowadzone na za-
kohAczenie badan nad biodegradacjg preparatu Kamin R MR w
obecnod$ci tatwo rozktadalnego substratu (3 etap), wskazywaty

wzrost w odptywie z reaktora wartoéci A Ai/A AZ w stosunku

do roztworu wzorcowego (tabele 13 i 14). Stwierdzony wzrost
ilorazu absorbancji A A1/A A2 z 1.79 do 3.77 byt spowodowany
zmniejszaniem sie ilos$ci grup metylenowych w hydrofobowym
tancuchu i wigzano to z cze$ciowa biodegradacija tancucha

alkilowego.

Widmo 1H NMR wykonane dla sktadnikéw roztworu zasilajagce-
go reaktor pozwalato wyré6zni¢ sygnat pochodzacy od protonéw
grup metylowych (oznaczony symbolem a) o] przesunieciu
6:0.9 ppm i impuls protonéw grup metylenowych (symbol b)
0o przesunieciu 6: 1.3 ppm. Zidentyfikowano je jako tancuchy
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Tabela 11

Zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cig dehydrogenaz A, a szybkoscia

dostarczania substratu OV lub szybko$cia usuwania substratu

Vv podczas biodegradacji tatwo wutlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kamin R MR

Aktywnos¢ Szybkos$¢ do- Wspot. Szybkos$¢ u- Wspot.
dehydroge- starczania korelacji suwania sub- korel.
naz Av substratu 0V pomiedzy stratu Vv pomiedzy
tuM TF/dm3h] [g CZT/dm3d] Av i ov [g CZT/dm3 d] Avi Vv
40.0 0.80 0.58
65.0 0.75 0.54
11.0 0.85 0.60
112.5 0.78 0.0255 0.59 0.1277
100.0 0.66 0.47
72.5 0.76 0.55
Tabela 12

Zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$ciag dehydrogenaz Az a szybkoscia

dostarczania substratu 0S lub szybko$cig usuwania substratu

Vz podczas biodegradacji tatwo utlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kamin R MR

Aktywnos$¢ Szybkos¢ do- Wspébt. Szybkos$¢ usu- Wspot.
dehydroge- starczania korel. wania sub- korel.
naz Az substratu oz pomiedzy stratu Vz pomiedzy
[liMm TF/g sm h] [g CZT/g sm d] Azi O, [9 CZT/ig sm d] \ i v,
5.5 0.13 0.09
8.2 0.13 0.09
16.2 0.15 0.11
12.6 0.14 0.3710 0.10 0.6052
15.9 0.13 0.09
16.9 0.13 0.10
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7
czad HODOWLI i ETAPU BADAN [DOByJ

Rys.6. Zmiany aktywnosci whasciwej dehydrogenaz w procesie
biodegradacji metoda osadu czynnego 4atwo utlenialne-
go substratu (@) 1 +atwo utlenialnego substratu wzbo-

gaconego preparatem Kamin R MR (b)

Fig.6. Changes of specific activity dehydrogenases in
biodégradation process, activated sludge method,
readily oxidizable substrat (@) and readily oxidiz-
able substrat enriched by the Kamin R MR pro-

duct ()
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Tabela 13

Intensywnos$¢ pasm -CH3 wzorca oraz préb przed i po wprowa-
dzeniu preparatu Kamin R MR do reaktora osadu czynnego
Transmisja Absorbancja
N Tx -CH3 Aj -CH3 A Ai

préby (2970) cm'1 (2970) cm"1
[%] [jedn.abs. ] [jedn.abs.}
1 45.5 0.3420
79.1 0.1081 0.2339
2 68.0 0.1675
80.5 0.0942 0.0733
3 44.0 0.3565
80.3 0.09542 0.2613
TRANSMISJA 79.11,80.5* 1 80.3% ODPOWIADA POZIOMOWI TtA
PROBA 1 ROZTWOR WZORCOWY
PROBA 2 PRZED PROCESEM BIODEGRADACJI
PROBA 3 PO PROCESIE BIODEGRADACJI
Tabela 14
Intensywno$¢ pasm -CH2- wzorca oraz préb przed i po wprowa-
dzeniu preparatu Kamin R MR do reaktora osadu czynnego
Transmisja Absorbancja AAj
Nr* T2 -CH2- Aj -CH2- AA2
proby (2930) cm'1 (2930) cm'1 A Aj
[%] [jedn.abs.] [jedn.abs.]
1 58.9 0.2299
79.5 0.0996 0.1303 1.79
2 73.0 0.1367
80.6 0.0931 0.0436 1.60
3 68.8 0.1624
80.7 0.0931 0.0693 3.77
TRANSMISJA 79.51,80.6* 1 80.7* ODPOWIADA POZIOMOWI TtA

*JAK W TABELI 13
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Rys.8. Widmo ‘H NMR sktadnikéw odptywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji tatwo
utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem Kamin R MR

Fig.8. *H NMR spectrum of components on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation process of readly oxidizable substrat enriched
by the Kamin R MR product

Rys.9. Widno *H NMR sktadnikéw odptywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji preparatu
Kamin R MR

Fig.9. IH NMR spectrum of coinponents on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation of Kamin R MR product



alkilowe. Ujawnit sie tez staby impuls protonéw zwigzanych z
azotem w metyloaminie o przesunieciu 6:2.0 ppm (oznaczony
jako c¢), wyrazny sygnat o przesunieciu <5:3.3 ppm pochodzacy
od protondéw grupy -NHZ (f), oraz sygnat (e + d) o przesunie-
ciu 6:3.7 ppm protonéw zwigzanych z grupami —CH; i —CH3 przy
azocie amoniowym (rys.7). Spektroskopowe stwierdzenie w do-
ptywie do reaktora zwigzku posiadajgcego tancuch hydrofobowy
oraz grupe hydrofilowg potwierdzato analityczna informacje
o obecnos$ci substancji o wtasdciwos$ciach powierzchniowo czyn-
nych.

Widma sktadnikéw odptywu z reaktora po procesie degradacji
KSPC w obecnos$ci tatwo wutlenialnego substratu (etap 3) oraz
w warunkach, w ktérych preparat Kaminox R MR stanowit gtoéwne
zr6dto wegla (etap 4) E] do siebie podobne (rys.8 i 9).
W obu widmach mozna byto wyrézni¢ sygnat pochodzacy od pro-
tonéw grup metylowych (a) i metylenowych (b) oraz od
protondéw grup -CH2- i -CH3 potaczonych z azotem amoniowym.
Nieobecny byt impuls protonéw zwigzanych z azotem w metylo-
aminie. Oznaczato to, ze w odptywie wystepowatl jako posredni
produkt utlenienia azot amoniowy z przytaczonymi grupami

metylowymi.

4.2.3. Biodegradacja preparatu Kaminox R 15 RM przez drobno-
ustroje osadu czynnego

Badania, biodegradacji preparatu Kaminox R 15 RM, w sktad
ktéorego wchodzita czwartorzedowa s6l amoniowa posiadajagca
hydrofobowe tancuchy alkilowe od C H do C H przytaczone

18 3?7 22 45

do azotu, jak réwniez rodnik metylowy oraz 15 spoiimeryzowa
nych grup tlenku etylenu (rys.13), zapoczatkowano hodowlg
mikroorganizméw osadu czynnego, ktéra zasilano tatwo rozkta-
dalnym substratem. Stwierdzono, ze zasilanie w 1 etapie ba-
dan drobnoustrojéw osadu czynnego roztworem o Srednim CZT

3
395 mg OZ/dm (tabela 15) i 14-godzinne napowietrzanie (ta-

76

bela 16) pozwalato uzyskiwa¢ wysokie usuniecie substratu
(rys. l1Oa).Stwierdzano,ze CZT odptywu $rednio wynosito 96 mg
O /dm3 (tabela 15), dawato to 76% usuniecie CzZT (tabela
2

17). Obserwowano takze pojawianie sie w odptywie nieduzych

ilosci azotu azotanowego (rys.lic i tabela 18). Utrzymywanie

stosunkowo dtugiego czasu napowietrzania, stezenia osadu
3

czynnnego na poziomie 1.85 g/dm , obciazenia substratowego

osadu na poziomie 0.36 g CZT/g sm d wptywato niekorzystnie
na kondycje sedymentacyjng osadu (tabela 16). Zarejestrowane
wysokie wartos$ci indeksu osadowego Mohlmanna od 414 do
665 cmslg (rys.11 a) powodowane byty dyspersja stosunkowo
dtugo natlenianego osadu. Przeprowadzenie w 2 etapie badan
adaptacji mikroorganizmow do rozktadu preparatu Kami-
nox R 15 RM pozwalato na przejécie do zasadniczych doswiad-
czen , podczas ktérych KSPC dozowano w ilo$ci 20.0 mg/dm
wraz z tatwo wutlenialnym substratem. | tak w nastepnym juz
3 etapie pracy proces prowadzono przy obcigzeniu osadu czyn-
nego 0.15 g CZT/g sm d, 21-godzinnym natlenianiu, utrzymujac
w reaktorze stezenie osadu czynnego 4.67 g/dm3 oraz wiek
osadu na poziomie 21 - 26 d (tabela 17). Powodowato to 75%
usuniecie CzZT oraz 99% KSPC (tabela 17). Stwierdzano, ze
zachodzita nitryfikacja azotu amonowego.Stezenie azotanow
w odptywie wahato sie w granicach od 5.8 do 15.1 mg N NO_3/dm3
(rys.11 d i tabela 16). W tym etapie badan obserwowano
korzystne zmiany wtasdciwoséci sedymentacyjnych osadu czynnego.
Indeks Mohlmanna zmieniat sie od 179 do 258 cmslg (ta-
bela 16), wartos¢ jego tylko kilka razy przekroczyta

200 cm3/g (rys.11 b).
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Tabela 15

Zmiany wybranych wskaznikéw zanieczyszczen przed i po wpro-
wadzeniu preparatu Kaminox R 15 RM do reaktora osadu czyn-
nego, wartos$ci S$rednie

Nr CZT [mg/dm3] KSPC [mg/dm3] Odczyn
etapu doptyw odptyw doptyw doptyw odptyw
1 395 96 - 7.2 8.0
3 610 150 20.0 8.3 8.4
4 75 30 20.0 8.0 8.4

ETAP 1 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO +ATWO ROZK1ADALNYM SUBSTRATEM

ETAP 3 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKLADALNYM SUBSTRATEM 1 PRE-
PARATEM KAMINOX R 15 RM

ETAP 4 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO TYLKO PREPARATEM KAMINOX R 15 RM

Tabela 16

Parametry biodegradaciji przed i po wprowadzeniu preparatu
Kaminox R 15 RM do reaktora osadu czynnego

Obcigzenie™* Stezenie™ Czas*™ Wiek™* Indeks™

Nr** substratowe zawiesiny napowie- osadu Mohl-
etapu osadu czyn. osadu czyn. trzania czyn. manna
[ CZzT/g sm d] [g/dm3] [godz]j [d] [cm3/g]

1 0.36 1.85 14 6-11 414-665

3 0.15 4.67 21 21-28 179-358

4 0.05 3.53 21 >28 28-81

* WARTOSC SREDNIA
** JAK W TABELI 15
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Tabela 17

Efekty biodegradacji przed i po wprowa-
dzeniu preparatu Kaminox R 15 RM do re-
aktora osadu czynnego, wartos$ci Srednie

Nr* Usuniecie [ % ]
etapu czT KSPC
1 76
3 75 100
4 60 90

* JAK W TABELI1 15

Tabela 18

Przemiany zwigzkéw azotowych w procesie biodegradacyjnym
przed i po wprowadzeniu preparatu Kamin R 15 RM do reakto-

ra osadu czynnego

Nr* Mineralne formy azotu [ mg N/dm3 ]

eta- NH, NO2* NO3"

pu doptyw odptyw doptyw odptyw doptyw odptyw
1 0.3-16.0 0.2-22.6 S1. S 0-4.1 0.5-1.4
3 1.7-12.6 0.7-10.5 $1. S1. 0-0.2 5.1-16.1
4 §1.-0.7 $1.-5.2 $1. $1. 0 §1.-1.8

* JAK W TABELI 15
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Rys.10. Zmiany stezenia CZT w procesie biodegradacji metoda
osadu czynnego +#atwo utlenialnego substratu @@ 1
+atwo utlenialnego substratu wzbogaconego pre-

paratem Kaminox R 15 RM (b)

Fig. 10. Changes of COD concentration 1in biodégradation
process by activated sludge method of readily oxidiz-
able substrat (@ and readily oxidizable substrat en-

riched by the Kaminox R 15 RM product (b)
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Ry3.11. Zmiany indeksu Mohlmanna i1 stezenia azotandéw przed
(@,c) 1 po (b,d wprowadzeniu preparatu Kaminox R 15
RM do reaktora osadu czynnego

Fig.11. Changes of MohImann®s index and nitrate concectra-
tion before (a,c) and after (b.d) introducing the
Kaminox R 15 RM product into activated sludge reactor

?



Dalsza obserwacja biochemicznej degradacji preparatu Kaminox
R 15 RM (4 etap prac), wprowadzanego w tej czesci badari do
roztworu pozbawionego dodatkowego Zré6dta wegla i azotu, poz-
walata na stwierdzenie, Zze stanowit Zr6dto tych pierwiastkdow

biogennych dla mieszanej populaciji mikroorganizmoéw osadu

3

czynnego.Podczas dozowania doptywu o $rednim CZT 75 mg O /dm
2

w procesie biodegradaciji uzyskiwano S§rednio 60% usunie-

cie CZT i 90% KSPC, alkalizacje odptywu (tabela 15, 17).

Stezenie azotu azotanowego w odptywie zmieniato sie od war-
to$ci $ladowych do 1.8 mg N NO /dm3 (tabela 18). Obserwowany
w doptywie azot amonowy (od Sladow do 0.7 mg N NHJ;/dm3

tabela 18) pochodzit z utleniania azotu organicznego,
niewielkich ilo$ci biomasy bakteryjnej zasiedlajacej zbior-

nik magazynujacy roztwoér zasilajgcy. Proces biologicznej

destrukcji preparatu Kaminox R 15 RM zachodzit przy Sred -
3

nim stezeniu osadu czynnego 3.53 g/dm , podczas 21-go-

dzinnego napowietrzania i przy niskim obcigzeniu substrato-

wym osadu czynnego rzedu 0.05 g CZT/g sm d, (tabela 16). W 4
etapie badari osad czynny posiadat dobre wtasciwos$ci sedymen-
tacyjne. Wartos¢ indeksu MohIlmanna wahata sie od 81 do
28 cm3/g. Wiek osadu czynnego utrzymywano na poziomie
wyzszym od 28 d (tabela 16).

Pomiary przyrostu aktywnosci wtasciwe]j dehydrogenaz AZ
wykazaty, ze w 1 etapie badari aktywno$¢ fizjologiczna drobno
ustrojow zmieniata sie w zakresie od 2.6 do 20.0 /(M TF/g sm
(rys.l2a), a podczas dozowania dodatkowo preparatu Kaminox
R 15 RM (3 etap badan) zmieniata sie w granicach od 9.0 do
32.2 /M TF/g sm h (rys.l2b). Swiadczyto to o wysokiej aktyw-
noéci fizjologicznej mikroorganizmoéow, ktore utleniaty za-
trzymywany przez ktaczki osadu czynnego substrat,w tym KSPC.
Préoby sformutowania matematycznej zaleznos$ci pomiedzy

przyrostem aktywno$ci dehydrogenaz A lub aktywnos$ci wtasdci-
Y

wej A i szybkos$ciag dostarczania substratu O , lub O (przy
z Y z

Tabela 19

Zaleznosci pomiedzy aktywnosciag dehydrogenaz \ a szybkoscig

dostarczania substratu Ov lub szybkoscia usuwania substratu

V,, podczas biodegradacji #atwo utlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kaminox R 15 MR

Aktywnosc¢ Szybkos¢ do- Wspot. Szybkos¢ u- Wspot.

dehydroge- starczania korelacji suwania sub- korel.
naz \ substratu Ov pomiedzy stratu Vv pomiedzy
[oM TE/dm3n] [g CZT/dm3d] K i Oov [g CZT/dm3d] A. i Vv
145.0 0.88 0.67
130.0 0.56 0.46
95.0 0.65 0.49
67.5 0.76 0.2589 0.56 0.3515
145.0 0.80 0.58
110.0 0.62 0.49
Tabela 20

Zaleznosci pomiedzy aktywnoscig dehydrogenaz \ a szybkosSciag

dostarczania substratu 02 lub szybkosSciag usuwania substratu

Vz podczas biodegradacji tatwo utlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kaminox R 15 MR

Aktywnosé Szybko$é do- Wspdk. SzybkoS¢ usu- Wspot.

dehydroge- starczania korel. wania sub- korel.
naz Aj substratu Ot pomiedzy stratu V, pomiedzy
[oM TF/g sm h) [0 CZT/g sm d] A, 10, [gCZT/g smdl K iV,
34.3 0.16 0.12
25.5 0.12 0.10
29.7 0.12 0.09
9.0 0.16 0.0390 0.12 0.1619
32.2 0.17 0.12
26.8 0.13 0.11
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Rys.12. Zmiany aktywnosci wkasciwej dehydrogenaz w procesie
biodegradacji metodg osadu czynnego 4atwo utlenialne-
go substratu (@ i1 #*atwo utlenialnego substratu wzbo-

gaconego preparatem Karainox R 15 RM (b)

Fig.12. Changes of specific activity dehydrogenases in
biodégradation process, activated sludge method,
readily oxidizable substrat (@) and readily oxidi-
zable substrat enriched by the Kaminox R 15 RM pro-

duct ()
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obecnos$ci KSPC) wykazywaty, ze byty one przypadkowe. Nie
uzyskiwano odpowiednio wysokich wspoétczynnikéw korelacji przy
zatozonym poziomie ufno$ci 95" (tabele 19 i 20). Przyktadowo
pomiedzy aktywno$ciag dehydrogenaz A a szybkos$ciag dostarcza-
nia substratu O wspoétczynnik korelacji r wynosit 0.0390 (ta-
bela 20). Przeprowadzona ocena szybkos$ci zaniku substratu Vv
lub VZ W powigzaniu z przyrostem aktywnoéci dehydrogenaz AV,
lub A wykazata, ze zaleznos$ci (w przypadku obecnosdci KSPC)
byty przypadkowe. Wspoétczynniki korelacji wynosity odpowied-
nio 0.3515 i 0.1619 (talele 19 i 20).

I tym razem przeprowadzono na zakohAczenie 3 etapu badan
nad biodegradacjg preparatu Kaminox R 15 RM w obecnosci
tatwo rozktada Inego substratu pomiary spektroskopowe widm IR
roztworu wzorcowego, zasilajgcego reaktor oraz roztworu
odptywajagcego z reaktora. Stwierdzono zmiany wskaznika
A AllA A2 z 1.71 dla roztworu wzorcowego na 1.55 dla doptywu
i na 2.42 dla odptywu (tabele 21 i 22). Wyrazny wzrost ilo-
razu absorbancji A A1/A A2 z 1.71 na 2.42 Swiadczyt, ze
tancuchy weglowodorowe badanej KSPC ulegaty utlenieniu. Pro-
ces ten byl zwigzany ze zmniejszaniem sie iloéci grup mety -
lenowych w tancuchu hybrofobowym.

Badania widma 1H NMR dla sktadnikéw roztworu zasilajgcego

reaktor w 3 etapie badan pozwalaty stwierdzi¢ obecnos$¢ sil-

nego sygnatu (a) o przesunieciu 6: 0.9 ppm nalezacego do
protonéw grup metylowych i o przesunieciu <5:1.3 ppm (b) pro-
tonéw grup metylenowych tancucha alkilowego, stabiej zazna-
czonego impulsu (c) o przesunigciu 6:1.9 ppm nalezgcego do
protonéw grupy —CHZ— skupionych przy azocie, sygnatu (e+d)
protonéw grupy —CH3 i —CHZ— znajdujacych sie przy azocie
amoniowym oraz wyraznie zaznaczonego sygnatu (f) o]

przesunieciu <5:3.6 ppm protonéw grupy -CHiO (rys.13).
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Intensywno$¢ pasm -CH3 wzorca oraz prob przed
osadu czynnego

dzeniu preparatu Kaminox R 15 RM do reaktora

Transmisja Absorbancja
Nr Ti -ch3 Aj -CH3
préby (2970) cm'1 (2970) cm'1
[%] [jedn.abs.]
1 61.1 0.2104
82.0 0.0861
2 63.5 0.1972
80.6 0.0936
3 48.1 0.3179
80.0 0.0969

TRANSMISJA 82.0%, 80.6% 1 80.0* ODPOWIADA POZIOMOWI TEA
PROBA 1 ROZTWOR WZORCOWY

PROBA 2 PRZED PROCESEM BIODEGRADACJI

PROBA 3 PO PROCESIE BIODEGRADACJI

Intensywnoé$é¢ pasm -CH2- wzorca oraz proéb przed

Tabela 21

i po wprowa-

A Aj

[jedn.abs.]

0.1243

0.1036

0.2210

Tabela 22

i po wprowa-

dzeniu preparatu Kamin R 15 RM reaktora osadu czynnego

Transmisja Absorbancja

Nr* T2 -CH2- -ch2- AA,
proby (2930) cm'1 (2930) cm'1
[%] [jedn.abs.] [jedn.abs.]
1 69.4 0.1586
82.0 0.0861 0.0725
2 69.4 0.1586
80.2 0.0920 0.0666
3 64.8 0.1884
80.0 0.0969 0.0915

TRANSMISJA 82.0%,80.2% | 80.0% ODPOWIADA POZIOMOWI TLA
* JAK W TABELI 21
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Rys .14. Widmo

IH NMR sktadnikéw odptywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji

utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem Kaminox R 15 RM

Fig.14. ‘H NMR spectrum of components

Rys.15.Widmo

biodégradation process of

on outflow from activated sludge
readly oxidizable substrat enriched

by the Kaminox R 15 RM pro'duct

rH NMR sktadnikow odptywu z reaktora osadu czynnego po
Kaminox R 15 RM

Fig.I5.IH NMR spectrum of components

biodégradation

reactor after

biodegradaciji

tatwo

the

preparatu

on outflow from activated sludge reactor after the

of Kaminox R 15 RM product



Oznaczato to, ze badania spektralne potwierdzity obecnosé¢

substancji powierzchniowo czynnej w doptywie, gdyz stwier-
dzono obecno$é¢ hydrofobowych, jak i hydrofi lowych grup funk-
cyjnych nalezacych do czgsteczki KSPC. Widma iH NMR

sktadnikéw odptywu po procesie biodegradacji preparatu Kami-

nox R 15 RM wykonywano dla 3 i 4 etapu badan. Przedstawione
na rys.14 i 15 widma wykazujg duze podobienstwo. W obu przy-
padkach brak jest sygnatu (e+d) pochodzacego od protonow
skupionych przy azocie amoniowym i wyraznego sygnatu (c)

protonéw grupy -CHj znajdujacych sie w metyloaminie. Oznacza
to, ze nastagpito rozerwanie wigzania pomiedzy grupag hydrofi-
lowg i hydrofobowa i azot amoniowy ulegt mineralizaciji.

Widoczne sa natomiast wyrazne sygnaty protondéw grup metylo-
wych (a), metylenowych (b) oraz nalezgcych do tancucha wie-

loeterowego (d). Z krzywych integracji wynikato, ze zmniej-

szyta sie liczba protonéw nalezgcych do podstawnikéw wielo-
eterowych. Zmienit sie stosunek sumy protonéw grupy -CHa i
grupy -CHj do protonéw nalezgcych do grupy wieloeterowej z

80:60 (w doptywie) na 113:44 (w odptywie po 3 etapie badan)

i na 117:11 (w odptywie po 4 etapie badan). Oznaczato to, ze

zmniejszata sie ilos¢ proton6w w tancuchu wieloeterowym,
ktory ulegat stopniowemu utlenianiu. Obecnos¢ czesciowo
utlenionego zar6wno tancucha weglowodorowego, jak i podstaw-

nika wieloeterowego oraz brak azotu amoniowego w odptywach
po procesie biodegradacji Swiadczyta o kolejnosci utlenia-
nia poszczego6lnych grup wystepujacych w czasteczce katio-

nowej substancji powierzchniowo czynnej.

4.2.4. Biodegradacja preparatu Kaminox R 5 RB przez drobno-
ustroje osadu czynnego
Biodegradacije preparatu Kaminox R 5 RB zawierajagcego
KSPC, posiadajaca dtugie tancuchy weglowodorowe, przewaz-
nie od -C H do -C H przytaczone do azotu amoniowego,

18 37 22 45
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przy ktérym znajdowat sie podstawnik benzylowy i 5 grup tlen-
ku etylenu (rozmieszczone w dwbch miejscach przy azocie)
(rys.19), rozpoczeto od hodowli osadu czynnego. Hodowle za-
silano poczatkowo tatwo wutlenialnym substratem o $rednim CZT
375 mg Ozlde (tabela 23). Proces biodegradacji prowadzono
(1 etap badan ) przy przecietnym 15-godzinnym napowietrza-
niu, stosunkowo niskiej zawarto$ci 1.96 g/dm3 osadu czynnego
i obcigzeniu substratowym osadu czynnego 0.32 g CZT/g sra d,
utrzymujagc wiek osadu czynnego na poziomie 6 -14 déb (tabe-
la 24). Stwierdzono, ze w trakcie procesu uzyskiwano wysokie
usuniecie CZT (rys.16) - Srednio 76% (tabela 25). Zaobserwo-
wano pojawianie sie w odptywie azotu azotanowego. Maksymalne
stg\ienie azotandéw w odptywie wynosito 1.4 mg N N0;/dm3

(rys.l7c, tabela 26). Obserwowane podczas 1 etapu prac zte

wtasciwos$ci sedymentacyjne osadu czynnego (wartosé¢ indeksu
MohIlmanna wahata sie¢ od 400 do 621 cm /g - rys.l17a, tabela
24) byty zwigzane ze stabilizacjag tlenowg osadu, ktéra powo-
dowaty dtugi czas natleniania i niskie obcigzenie substrato-

we osadu czynnego. Po przeprowadzeniu w etapie 2 adaptaciji
mikroorganizmoéw do rozktadu preparatu Kaminox R 5 RB w
nastepnym 3 etapie badan preparat dozowano do roztworu zasi-
lajacego w takiej ilos$ci, aby uzyska¢ stezenie kationowej
substancji powierzchniowo czynnej 20.0 mg KSPC/de. Wyniki 3
serii badan wskazujag, ze CZT usuwano w  wysokim stopniu,
Srednio w 77%,a KSPC w 94% oraz obserwowano wysoka wydajnos¢
procesu nitryfikacji (tabele 25 i 26). Stezenie azotanow w
odptywie wahato sie od 8.0 do 16.9 mg N NO-"/dm3 (rys.l17d).
Proces biodegradacji w 3 etapie prowadzono przy niskim obcig-
zeniu substratowym osadu czynnego (0.18 g CZT/g sm d), utrzy-
mujac wysoka zawarto$é osadu czynnego 5.04 g/dm3 i wydtuza-
jac czas napowietrzania do 19 godzin (tabela 24). W 3 etapie
badan indeks osadowy Mohlmanna wahat sie juz tylko w zakresie

3 3
od 172 do 314 cm /g i rzadko przekraczat 200 cm /g (rys.l7b).
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Tabela 23

Zmiany wybranych wskaznikéw zanieczyszczen przed 1 po wpro-
wadzeniu preparatu Kaminox R 5 RB do reaktora osadu czyn-
nego, wartosci Srednie

Nr CZT [mg/dm3] KSPC [mg/dm3] Odczyn
etapu  gopkyw odpiyw doptyw doptyw odplyw
1 375 90 - 7.5 8.1
727 143 20.0 8.3 8.5
126 28 20.0 7.9 7.5

ETAP 1 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKHADALNYM SUBSTRATEM

ETAP 2 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO +ATWO ROZKHADALNYM SUBSTRATEM 1
PREPARATEM KAMINOX R 5 RB

ETAP 4 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO TYLKO PREPARATEM KAMINOX R 5 RB

Tabela 24

Parametry biodegradacji przed -i po wpr-owadzeniu prepa-
ratu Kaminox R 5 RB do reaktora osadu czynnego

Obcigzenie* Stezenie* Czas* Wiek* Indeks*

Nr*>* substratowe zawiesiny napowie- osadu Mohl -
etapu osadu czyn. osadu czyn. trzania czyn. manna
[ CZT/g sm d] [g/dm3] [godz.] [l [cm3/g]
0.32 1.96 15 6-14 400-621
0.18 5.04 19 10-25 172-314

0.10 2.41 13 >25 18-23

* WARTOSC SREDNIA
** JAK W TABELI 23
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Tabela 25

Efekty biodegradacji przed i1 po wprowa-
dzeniu preparatu Kaminox R 5 RB do rea-
ktora osadu czynnego, wartosci Srednie

Nr* Usuniecie [ % ]
etapu czT KSPC
76 -

7 A

4 82 94

* JAK W TABELI 23

Tabela 26

Przemiany zwiazkédw azotowych w procesie biodegradacyjnym
przed i po wprowadzeniu preparatu Kamonox R 5 RB do reakto-
ra osadu czynnego

Nr* Mineralne formy azotu [ mg N/dm3 ]

eta- NH/ no2- NO3'

pu doptyw odptyw doptyw odptyw doptyw odptyw
1 1.2-13.3 4.0-16.7 0-0.03 0-1.6 0-0.5 0.1-1.4
3 4.3-13.0 3.0-19.7 0-0.06 0-0.1 0-0.9 5.3-16.9
4 $1.-0.4 $1.-2.9 0-0.02 sl 0 2.3-13.2

* JAK W TABELI 23
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Badania biodegradacji w 4 etapie prac prowadzono tak, aby

preparat Kaminox R 5 RB stanowit gtéwne Zr6dto wegla i azotu
dla inkubowanych mikroorganizmow. Biochemiczne utlenianie
preparatu prowadzono przy niskim obcigzeniu substratowym

osadu czynnego 0.10 g CZT/g sm d, 13-godzinnym napowietrza-
niu i przy stezeniu osadu czynnego 2.41 g/dm

Stwierdzano wysokie 82% usuniecie CZT i 94% KSPC oraz wy-
soka wydajnos¢ procesu nitryfikacji (tabele 24, 25 i 26).Pod
koniec 4 etapu badan w odptywie wykrywano 13.2 mg N NO-B/dm3
(tabela 26). Zaobserwowano obnizenie odczynu przecietnie z
7.9 w doptywie do 7.5 w odptywie (tabela 23), ktdre byto
zwigzane z pojawianiem sie w odptywie produktéw o charakte-
rze kwasnym. Stwierdzono wyrazne zmiany wtasnoséci sedymenta-
cyjnych osadu czynnego. Indeks Mohlmanna wahat sie od 18 do
23 cm3/g (tabela 24). Zmiany indeksu byty powigzane z groma-
dzeniem sie KSPC na skupiskach osadu czynnego.

Badania poréwnawcze przyrostu aktywnos$ci wtasciwej dehy-
drogenaz wskazujg na utrzymywanie sie w 3 etapie badan (po
wprowadzeniu do bioreaktora preparatu Kaminox R 5 RB) nieco

nizszej aktywnos$ci od wystepujacej w 1 etapie poza jednym

przypadkiem,kiedy to stwierdzono warto$¢ A 14.4 /jM TF/g sm h.
z

Przyrost aktywnos$ci dehydrogenaz doréwnywat wtedy najwyzszej
wartosci z 1 etapu badan (rys.18). Préoby wyznaczenia
zaleznos$ci pomiedzy przyrostem aktywnosci dehydrogenaz A

v

lub aktywnos$ci wtasciwej dehydrogenaz A a szybkoscia do-
z

starczania substratu O , lub OZ wedtug formuty (1), (3),albo
v

szybkosécig usuwania substratu V , lub V zgodnie ze wzorami
v z

(2), (4) pokazaty, ze byta ona przypadkowa. Wskazywaty na

to niskie wspbétczynniki korelacji r, ktore wynosity
0.1269, 0.3394, 0.1298 i 0.3455 (tabela 27 i 28). Podobnie
jak w omawianych juz przypadkach przyczyng braku korelacji
pomiedzy przyrostem aktywnos$ci dehydrogenaz a szybkos$ciag
dostarczania lub usuwania substratu, przy obecnos$ci KSPC,
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Rys.16. Zmiany stezenia CZT w procesie biodegradacji metoda
osadu czynnego #atwo utlenialnego substratu @ 1
+atwo utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem

" Kaminox R 5 RB (b)

Fig. 16. Changes of COD concentration in biodégradation
process by activated sludge method of readily oxidiz-
able substrat (@ and readily oxidizable substrat en-

riched by the Kaminox R 5 RB product (b)
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Rys.17. Zmiany indeksu Mohlraanna i1 stezenia azotandéw przed
(a,c) 1 po (b,d) wprowadzeniu preparatu Kaminox R 5
RB do reaktora osadu czynnego

Fig.17. Changes of Mohlmann®s 1index and nitrate concectra-

tion before (a,c) and after (b.d) introducing the
Kaminox R 5 RB product into activated sludge reactor
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Tabela 27

Zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cig dehydrogenaz \ a szybkosdcia

dostarczania substratu OV lub szybko$ciag usuwania substratu

Vv podczas biodegradacji tatwo wutlenialnego' substratu za-
silanego preparatem Kaminox R 5 RB

Aktywnos$¢ Szybkos¢ do- Wspot. Szybkos$¢ wu- Wspot.
dehydroge- starczania korelacji suwania sub- korel.
naz Av substratu 0V pomiedzy stratu Vv pomiedzy

[(iM TF/dm3h] [g CZT/dm3 d] Av i 0V [g CZT/dm3 d] K i Vv

30.0 1.04 0.83
42.5 0.80 0.66
47.5 0.68 0.56
72.5 1.07 0.1269 0.85 0.1298
35.0 0.90 0.71
27.5 1.18 0.94

Tabela 28

Zaleznos$ci pomiedzy aktywno$cig dehydrogenaz Az a szybkoS$cig

dostarczania substratu 0Z lub szybkos$ciag usuwania substratu

Vz podczas biodegradacji tatwo utlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kaminox R 5 RB

Aktywnos¢ Szybkos¢ do- Wspot. Szybko$¢ usu- Wspot.
dehydroge- starczania korel. wania sub- korel.
naz Az substratu Ov pomigdzy stratu Vz pomiedzy

[PM TF/g sm h] [g CZT/g sm dl \ i o, [9 CZT/g sm dl Azi v,

6.9 0.22 0.17
8.5 0.16 0.13
8.3 0.22 0.18
14.5 0.18 0.3394 0.14 0.3455
8.7 0.16 0.12
7.8 0.20 0.16
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byto szybkie zanikanie KSPC ze Srodowiska (powodowane za-
trzymywaniem na ktaczkach osadu czynnego). Proces zanikania
KSPC (i tym samym obnizania sie stezenia CZT w odptywie) nie
szedt w parze z szybkos$cia biodegradaciji KSPC przez mi-
kroorganizmy skupione w ktaczkach osadu czynnego.

Pomiary spektroskopowe widm IR wykonywane na zakonhczenie

3 etapu badan wskazaty na niewielkie zmiany w intensywnos$ci

pasm -CH3 i -CH-2 w trakcie procesu biodegradacji, co sprawia
trudnos$ci przy prowadzeniu interpretacji. Widma IR wykazaty,
Ze stosunek absorbancji A AMNA AN przyjmowatl wartosci 1.25,
1.08 i 1.50 odpowiednio dla preparatu Kaminox R 5 RB, dopty-
wu i odptywu (tabele 29 i 30). Zaobserwowane niewielkie zmia-

ny absorbancji A AMNA A z wartos$ci 1.25 do 1.50 nie moga
Swiadczy¢ o zmniejszaniu sie ilosci grup -CHj w hydrofobie.
Badania spektroskopowe widma *H NMR wskazywaty na wyste-
powanie w roztworze zasilajgcym hodowle osadu czynnego (3
etap badan) grup funkcyjnych zwigzanych z czagsteczka KSPC.
Silny sygnat (a) o przesunieciu <5:0.9 ppm jak i impuls (b) o
przesunieciu 6:1.3 ppm nalezat odpowiednio do protondéw grup
metylowych i metylenowych zwigzanych z tafncuchem
weglowodorowym. Staby impuls (c) o przesunieciu 6:1.9 ppm
pochodzacy od protonéw byt zwigzany z azotem w metyloaminie,
a sygnat (e) o przesunieciu 6:3.6 ppm pochodzit od protonéw
grupy -CHZ-O-. Nastepnie stwierdzono obecno$é¢ sygnatu (f) po-
chodzacego od protondéw grup metylenowych zwigzanych z
pierscieniem benzenowym,a takze sygnatu (g) o] przesunieciu
6:7.5 ppm, protondw grupy benzenowej (rys.19). Nie stwier-
dzono obecnos$ci sygnatu pochodzgcego od protondéw grup mety-
lenowych zwigzanych z azotem amoniowym (rys.19).
Stwierdzono, ze obydwa widma tH NMR sktadnikow odptywow,
wykonane na zakonhczenie 3 i 4 etapu badan, byty do siebie po-

dobne (rys.20 i 21).Wskazywaty na brak sygnatu (c) pochodzg-
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Intensywno$¢ pasm -CH3 wzorca oraz préb przed i

Tabela 29

po wprowa-

dzeniu preparatu Kaminox R 5 RB do reaktora osadu czynnego
Transmisja Absorbancja
NT Tx ~CH3 Al -CH3 A\
préby (2970) cm'1 (2970) cm'1
[%] [jedn.abs.] [jedn.abs.]
1 71.1 0.1481
82.3 0.0846 0.0635
2 62.3 0.2034
80.3 0.0952 0.1082
3 31.5 0.5017
80.0 0.0969 0.4048
TRANSMISJA 82.38, 80.3* 1 80.0* ODPOWIADA POZIOMOWI TEA
PROBA 1 ROZTWOR WZORCOWY
PROBA 2 PRZED PROCESEM BIODEGRADACJI
PROBA 3 PO PROCESIE BIODEGRADACJI
Tabela 30
Intensywno$¢ pasm -CH2- wzorca oraz prob przed i po wprowa-

dzeniu preparatu Kaminox R 5 RB do reaktora osadu

Transmisja Absorbancja

Nr* T2 -CH2- Aj -CH2- A A2
proby (2930) cm'1 (2930) cm'1
[%] [jedn.abs.] [jedn.abs.]
1 73.4 0.1343
82.5 0.0835 0.0508
2 64.2 0.1925
80.9 0.0920 0.1005
3 43.0 0.3665
79.9 0.0974 0.2691

TRANSMISJA 82.5*%, 80.9* 1 79.9* ODPOWIADA POZIOMOWI TLA
* JAK W TABELI1 29
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Rys.18. Zmiany aktywnosci wtasciwej dehydrogenaz w procesie
biodegradacji metoda osadu czynnego tatwo utlenialne-
go substratu (@ 11 tatwo utlenialnego substratu wzbo-

gaconego preparatem Kaminox R 5 RB (b)

Fig.18. Changes of specific activity dehydrogenases in
biodégradation process, activated sludge method,
readily oxidizable substrat (@) and readily oxi-

dizable substrat enriched by the Kaminox R 5 RB
product ()
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Rys.20. Widmo "H NMR sk#adnikéw odpdywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji #atwo
utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem Kaminox R 5 RB

Fig-20. *H NMR spectrum of components on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation process of readly oxidizable substrat enriched
by the Kaminox R 5 RB product

Rys.21.Widmo H NMR sk#adnikéw odpdywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji preparatu
Kaminox R 5 RB

Fig-21.H NMR spectrum of components on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation of Kaminox R 5 RB product



cego od protondéw zwigzanych z azotem jak rowniez impul-

so6w (f) i (g) powigzanych z protonami pier$cienia benzeno-
wego. Natomiast sg widoczne sygnaty (a) i (b) protonéw grup
metylowych i metylenowych zwigzanych z tancuchem
weglowodorowym oraz mniej intensywne (d) pochodzace od

protonéw grup -CH- zwigzanych z tlenem.
Z krzywych integracji odczytano, Ze zmienit sie stosunek
protonéw w grupie —CH2—O do protonéw w tancuchu alkilowym z

wartos$ci 58:96 w doptywie na 4:186 w odptywie po trzecim

i na 10:113 po czwartym etapie badan (rys.19, 20 i 21).
Stwierdzono, ze wyraznie zmniejszyta sie ilos¢ protondéw w
tancuchu wieloeterowym. Odczytano z krzywych integraciji, Ze

stosunek protonéw w grupie -CH do protonéw w grupie -CH- (w
3 2

tancuchu weglowodorowym) wynosit 11:85 w doptywie (rys.19) i

35:151 w odptywie po 3 etapie badan (rys.20). Stwierdzono

(po sprowadzeniu do wspo6lnego mianownika), ze stosunek ten

byt staty, czyli po procesie biodegradacji KCPC, w roztwo -
rze byty obecne nieutlenione tafncuchy weglowodorowe. Brak
azotu amoniowego oraz podstawnika benzenowego, zmiany

iloSciowe protonéw w czagsteczce KSPC $Swiadczyty, ze podczas

biodegradacji KSPC musiato dochodzi¢ w pierwszej kolejnosci
do utleniania azotu amoniowego i pier$cienia benzenowego,
dopiero w. dalszej kolejnos$ci dochodzito do utleniania
tancucha wieloeterowego. tancuch weglowodorowy wystepowat

jako posSredni produkt utlenienia.

4.2.5. Biodegradacja preparatu Kaminox R 11 RB przez drobno-
ustroje osadu czynnego
Zapoczagtkowana w 1 etapie hodowla osadu czynnego,
zasilana tatwo rozktadalnym substratem, byta przeznaczona do
badan biochemicznej destrukcji preparatu, ktdérego substancja
aktywna byta czwartorzedowa sOl amoniowa posiadajaca

tancuchy weglowodorowe od C H do C H oraz piersécien
18 37 22 45
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Tabela 31

Zmiany wybranych wskaznikéw zanieczyszczeh przed i po wpro-
wadzeniu preparatu Kaminox R 11 RB do reaktora osadu czyn-
nego, wartosci Srednie

Nr CZT [mg/dm3] KSPC [mg/dm3] Odczyn
etapu  goptyw odpiyw doptyw doptyw odpiyw
458 114 - 7.4 8.0
789 170 20.0 8.3 8.5
4 114 36 20.0 7.9 7.6

ETAP 1 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKELADALNYM SUBSTRATEM

ETAP 3 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO tATWO ROZKHADALNYM SUBSTRATEM 1
PREPARATEM KAMINOX R 11 RB

ETAP 4 ZASILANIE OSADU CZYNNEGO TYLKO PREPARATEM KAMINOX R 11 RB

Tabela 32

Parametry biodegradacji przed i po wprowadzeniu prepara-
tu Kaminox R 11 RB do reaktora osadu czynnego

Obciagzenie* Stezenie* Czas* Wiek* Indeks*

Nr*>* substratowe zawiesiny napowie- osadu Mohl -
etapu osadu czyn. osadu czyn. trzania czyn. manna
[g CZT/g sm d] [g9/dm3] [godz*] L] [cm3/g]
1 0.33 3.63 15 7-17 192-529
0.20 4.25 21 6-20 178-366

4 0.10 3.00 15 >20 64-95

* WARTOSC SREDNIA
** JAK W TABELI 31
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Tabela 33

Efekty biodegradacji przed i po wprowdze-
niu preparatu Kaminox R 11 RB do reaktora
osadu czynnego, wartosci Srednie

Nr* Usuniecie [ % ]
etapu czT KSPC
75 -

78 90

4 78 100

* JAK W TABELI 31

Tabela 34

Przemiany zwigzkéw azotowych w procesie biodegradacyjnym
przed 1 po wprowadzeniu preparatu Kaminox R 11 RB do reak-
tora osadu czynnego

Nr=* Mineralne formy azotu [ mg N/dm3 ]
eta- NH,+ no2" NO3*
Py doptyw odptyw doptyw odptyw doptyw odptyw
1 0.4-13.7 0.5-15.7 Sh. S o o 0.2-1.7
3 2.5-11.2 8.7-16.7 Sl. sl 0.1-0.9 5.4-11.3
Sl ] ] sl 0 S1.-1.2

* JAK W TABELI 31
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benzenowy i 11 drobin tlenku etylenu, ktore byty usytuowane
w 2 miejscach przy azocie (rys.25). Utrzymujagc stezenie CzZT
substratu $rednio na poziomie 458 mg OZ/dm (tabela 31)
prowadzono hodowle przy dtugim 15-godzinnym napowietrzaniu,
stezeniu zawiesiny osadu czynnego Srednio 3.63 g/dm3 i przy
obcigzeniu substratowym osadu 0.33 g CZT/g sm d, utrzymujac
wiek osadu na poziomie od 7 do 17 d (tabela 32). Prowadzenie
procesu przy tych parametrach zapewniato wysokie usuniecie
CZT (rys.22) - Srednio 75% (tabela 33), obecno$¢ azotanéow w
odptywie w stezeniu od 0.2 do 1.7 mg N NO"/dm3 (tabela 34).
W trakcie procesu biodegradacji stwierdzano pogarszanie sie
kondycji sedymentacyjnej osadu czynnego, ktéry przyjmowat
forme rozproszong. Indeks Mohlmanna zmieniat sie w zakresie
od 192 do 529 cm3/g (rys 23a, tabela 32).

Po przeprowadzeniu w 2 etapie badari procesu adaptacji mi-
kroorganizméw do rozktadu preparatu Kaminox R 11 RB w
nastepnym 3 etapie badan preparat dozowano w takiej ilosSci,
aby uzyska¢ w doptywie stezenie 20.0 mg KSPC/dm.3 w 3 etapie
badan proces biooksydacji prowadzono przy wydiuzonym do 21

3
godzin czasie natleniania, stezeniu osadu czynnego 4.25 g/dm,

przy niskim obcigzeniu substratowym osadu czynnego
0.20 g CZT/g sm d i wieku osadu 6-20 d. Podczas procesu
uzyskiwano nadal wysokie usuniecie CZT - $rednio 78% (rys.22)
i 90% dla KSPC (tabela 33), intensywnag nitryfikcje azotu
amonowego (tabele 34 i rys.23d) i obserwowano zmiany indeksu
Mohlmanna w zakresie od 178 do 366 cm3/g (rys.23b, tabela
32) .

Réwnie korzystne wyniki biodegradacji KSPC uzyskiwano w 4
etapie prac, kiedy to jako gtéwne zrodto wegla i azotu
dozowano preparat Kaminox R 11 RB w takiej ilosSci, aby
stezenie kationowej substancji powierzchniowo czynnej wyno-
sito 20.0 mg KSPC/de. W 4 etapie prac biodegradacje pro-

wadzono przy 15-godzinnym natlenianiu, utrzymujac przeciatne
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Rys.22. Zmiany stezenia CZT w procesie biodegradacji metoda
osadu czynnego #+atwo utlenialnego substratu @) i
+atwo utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem

Kaminox R 11 RB ()

Fig. 22. Changes of COD concentration 1in biodégradation
process by activated sludge method of readily oxidiz-
able substrat (@) and readily oxidizable substrat en-

riched by the Kaminox R 11 RB product ()
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Rys.23. Zmiany indeksu Mohlmanna i1 stezenia azotandéw przed
(@,c) i1 po (b,d wprowadzeniu preparatu Kaminox R 11
RB do reaktora osadu czynnego

Fig.23. Changes of Mohlmann®s index and nitrate concectra-

tion before (a,c) and after (b.d) introducing the
Kaminox R 11 RB product into activated sludge reactor

109



stezenie osadu 3.00 g/dms, 25-dniowy wiek osadu i niskie
obcigzenie osadu czynnego 0.i0 g CZT/g sm d (tabela 32).
Po procesie biodegradacji stwierdzano 78% usuniecie CZT, 90%
dla KSPC (tabela 33) oraz korzystng zmiane kondycji sedy -
mentacyjnej osadu czynnego. Indeks Mohlmanna zmieniat sie w
zakresie od 64 do 95 cm3/g (tabela 32).

Stwierdzano takze, ze proces nitryfikaciji przebiegat ze
znacznie zmniejszong intensywnos$cig. W odptywie z bioreakto-
ra stezenie azotanow wynosito od wartosci $ladowych do
1.2 mg N NOS—/dm3 (tabela 34). Ponadto zaobserwowano, ze pod-
czas biodegradacji preparatu Kaminox R 11 RB zachodzito nie-
znaczne obnizanie sie pH odptywu z reaktora z osadem czyn-
nym. Odczyn odptywu wynosit 7.6, podczas gdy dla roztworu
zasilajagacego reaktor pH wynosito 7.9 (tabela 31).

Zaré6wno obserwowane zmiany odczynu odptywu,jak i indeksu
osadowego Mohlmanna podczas biochemicznego utleniania prepa-
ratu Kaminox R 11 RB byty podobne do zmian stwierdzanych dla
preparatu Kaminox R 5 RB. Kompresja osadu czynnego byta i
tym razem zwigzana z procesem zatrzymywania KSPC na
ktaczkach osadu czynnego, a zmiana odczynu z obecnos$cia w
odptywie produktéw utlenienia o charakterze kwasnym.

Badania poréwnawcze przyrostu aktywnos$ci dehydrogenaz dla
mikroorganizmoéw uczestniczagcych w 1 i 3 etapie badan nie
pozwolity na sformutowanie matematycznych zaleznos$ci pomie-

dzy aktywnos$cia A lub aktywnos$ciag wtasciwg A a szybkos$cia
v z

usuwania VZ,VV lub dostarczania OZ, Ov substratu (przy obec-
nosci KSPC). Korelacja pomiedzy wielkosciami byta niska,
wskazywata na wystepowanie zaleznos$ci przypadkowej. Dla Av i
OV wynosita 0.3934 1lub 0.4081 dla AV i Vv (tabela 35), dla
AZ i OZ oraz Av i Vv wynosita odpowiednio 0.2310, 0.2430
(tabela 36) przy zatozonym poziomie ufnos$ci p 95%. Zmiany

przyrostu aktywnos$ci przedstawione w zalezno$ci od czasu ho-
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Rys.24. Zmiany aktywnosci whasciwej dehydrogenaz w procesie
biodegradacji metoda osadu czynnego #4atwo utlenialne-
go substratu (@ 1 tatwo utlenialnego substratu wzbo-

gaconego preparatem Kaminox R 11 RB (b)

Fig.24. Changes of specific activity dehydrogenases in
biodégradation process, activated sludge method,
readily oxidizable substrat (@ and readily oxidiz-

able substrat enriched by the Kaminox R 11 RB pro-

duct ()
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Tabela 35

Zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cig dehydrogenaz \ a szybkoscia

dostarczania substratu OV lub szybkos$cia usuwania substratu

Vv podczas biodegradacji tatwo wutlenialnego substratu zasi-
lanego preparatem Kaminox R 11RB

Aktywnos$¢ Szybkos$¢ do- Wspot. Szybkos$¢ u- Wspot.
dehydroge- starczania korelacji suwania sub- korel.
naz \ substratu 0V pomiedzy stratu Vv pomiedzy
[MM TF/dm3h] [g CZT/dm3d] A, i Ov [g CZT/dm3 d] Ayi Vv
27.5 0.80 0.71
17.5 0.72 0.56
55.0 0.84 0.65
42.5 0.84 0.3934 0. 64 0.4081
17.5 1.61 1.16
32.5 0.87 0.65
Tabela 36

Zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cia dehydrogenaz A2 a szybkoscia

dostarczania substratu 0Z lub szybko$cig usuwania substratu

V, podczas biodegradacji tatwo utlenialnego substratu za-
silanego preparatem Kaminox R 11 RB

Aktywnos¢ Szybko$¢ do- Wspot. Szybko$é usu- Wspbt.

dehydroge- starczania korel. wania sub- korel.

naz Aj substratu Oz pomiedzy stratu Vz pomiedzy

[pPM TF/g sm h] [g CZT/g sm dl K i o, [9 CZT/g sm d] ViV,
6.0 0.17 0.13
5.5 0.18 0.13
11.7 9.16 0.12

7.6 0.28 0.2310 0.21 0.2430
6.5 . 0.42 0.30
10.5 0.24 0.17
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dowli wskazywaty na wahania AZ od 5.4 do 11.6 /M TF/g sm h,
ktére byty niezalezne od czasu trwania eksperymentu (rys.24).
Wykonywana na zakonczenie 3 etapu badan analiza widmowa
IR dla roztworu wzorcowego, doptywu i odptywu wskazywata,
ze stosunek A A1/A A2 po procesie biochemicznego utlenia-
nia praktycznie nie zmieniat sie. Przyktadowo dla dopty-
wu wynosit 1.53, a dla odptywu 1.49 (tabela 38).
Prawie staty ilosciowy stosunek grup metylowych do metyleno-
wych oznaczat, ze tancuch aliftyczny nie zostat utleniony.
Obecnos$¢ w odptywie nieutlenionego tancucha weglowodorowego
oznaczata, ze stanowit on poéredni produkt utleniania KSPC.

Analiza widmowa 1H NMR sktadnikdéw doptywu pozwolita

wyré6zni¢ sygnat (a) o przesunieciu <5:0.9 ppm pochodzacy od
protonéw grup metylowych i impuls (b) o przesunieciu <5:1.3
ppm proton6éw grup metylenowych, zwigzanych z tafnicuchem al-
kilowym (rys.25). Nastepnie wyré6zniono szeroki sygnat (c)
pochodzacy od protonéw grup metylenowych zwigzanych z azo-

tem, dalej sygnat (e) o przesunieciu <5:3.6 ppm pochodzacy od
protonow zwigzanych z tlenem. W dalsze]j kolejnos$ci
wyrézniono impuls (f) protonéw grupy metylenowej zwigzanej z
pier$dcieniem benzenowym o przesunigciu <5:5:7 ppm i jako 0Ss-
tatni zarejestrowano impuls (g) o] przesunieciu 6:7.5 ppm
pochodzacy od protonéw pier$cienia benzenowego. W widmie nie

stwierdzono obecnos$ci sygnatu (d) protondéw grup metylenowch

zwigzanych z azotem amoniowym. Widmo 1H NMR sktadnikow
odptywu, zaréwno po procesie biodegradaciji prowadzonej w
obecnod$ci tatwo utlenialnego substratu,jak i w warunkach,gdy
preparat Kaminox R 11 RB stanowit gtédwne zZrddto wegla i azo-

tu, wskazywato na brak sygnatéw pochodzagcych od protonow (c)
skupionych przy azocie (metyloaminie) oraz od protonéw (e)
grupy metylenowej zwigzanej z pier$Scieniem benzenowym, jak
i od protondéw (f) pierscienia benzenowego. Natomiast sygnat

(d) pochodzacy od protonéw zwigzanych z tlenem tylko stabo
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Tabela 37

Intensywno$¢ pasm -CH3 wzorca oraz prob przed i1 po wprowa-
dzeniu preparatu Kaminox R 11 RB do reaktora osadu czynnego

Transmisja Absorbancja
Nr Ti -ch3 Aj -CH3 A Aj
proby (2970) cm"1 (2970) cm"1
K4 [Jedn.abs.] [Jedn.abs.]
1 48.5 0.3143
81.5 0.0888 0.2255
2 17.0 0.7696
77.0 0.1135 0.6561
3 34.5 0.4622
81.9 0.0867 0.3755

TRANSMISJA 81.5%, 77.0« i 81.9* ODPOWIADA POZIOMOWI TtA
PROBA 1 ROZTWOR WZORCOWY

PROBA 2 PRZED PROCESEM BIODEGRADACJI

PROBA 3 PO PROCESIE BIODEGRADACJI

Tabela 38

Intensywnos¢ pasm -CH2- wzorca oraz prob przed i po wprowa-
dzeniu preparatu Kaminox R 11 RB do reaktora osadu czynnego

Transmisja Absorbancja AA,
Nr* T2 -CH2- A2 -CH2- A Aj
proby (2930) cm"1 (2930) cm"1 A Aj
1| [Jedn.abs.] [Jedn.abs.]

1 60.8 0.2161
81.5 0.0888 0.1273 1.77

2 29.0 0.5373
77.5 0.1107 0.4269 1.53

3 45.9 0.3382
81.9 0.0867 0.2515 1.49

TRANSMISJA 81.5*%, 77.5* 1 81.9* ODPOWIADA POZIOMOWI TtA
* JAK W TABELI 37
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Rys.26. Widmo H NMR skdadnikow odpdywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji +atwo
utlenialnego substratu wzbogaconego preparatem Kaminox R li RB

Fig.26. NMR spectrum of components on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation process of readly oxidizable substrat enriched
by the Kaminox R 11 RB product

Rys.27,Widmo *H NMR skdadnikéw odpdywu z reaktora osadu czynnego po biodegradacji preparatu
Kaminox R 11 RB

Fig-27. NMR spectrum of components on outflow from activated sludge reactor after the
biodégradation of Kaminox R 11 RB product



Z krzywych
odczytano,

wieloeterowego protonéw tancucha alkilowego

100:65 w doptywie 10:84 w odptywie

Stwierdzono tancucha wieloete-

zachodzita biodegradacija podstawnika.

amoniowego podstawnika benzenowego,

protondéw w czasteczce oznaczaja,

biodegradacji

kolejnosci utleniania amoniowego pierS§cienia

5. DYSKUSJA WYNIKOW

BIODEGRADACJA WYBRANYCH KATIONOWYCH SUBSTANCJI POWIERZ-
CHNIOWO CZYNNYCH W OBECNOSCI tATWO UTLENIALNEGO SUB-

STRATU

W badaniach biochemicznego utleniania ASPC i NSPC przyj-

kolejnoséci dochodzito

wieloeterowego, nieutleniony

sie, zZe zanik substanciji powierzchniowo czynnych w

odptywie z reaktora jest rédwnoznaczny z biodegradacja pier-

weglowodorowy byt posSrednim produktem biodegradacji.

[51]. Stosowanie tego kryterium do oceny procesu bio-

degradacji KSPC nie zawsze jest stuszne, szczegblnie wtedy
gdy w Srodowisku wystepuje zawiesina lub osady i to zaréwno
mineralne, jak i organiczne. Obserwuje sie, ze po wprowadze-

KSPC do $Srodowiska wodnego, w wyniku procesu dysocjacji

powstaja kationy posiadajace wtasciwosci powierzchniowo
czynne i aniony.Kationy posiadajagce tadunek dodatni wykazuja
powinowactwo ze wszystkimi czgstkami posiadajgcymi tadunek

przeciwny, w tym takze ze skupiskami zooglealnymi mikroorga-

nizméw. Po wprowadzeniu KSPC do bioreaktora précz stwierdze-

zanikania KSPC w $rodowisku wazne jest udowodnienie, e

potaczone z aktywnag dziatalnoscig drobnoustrojow.

Przed przystgpieniem do badan zasadniczych, biochemicz-

utleniania kationowych substancji powierzchniowo czyn-

3
w stezeniu 20.0 mg KSPC/dm przeprowadzono proces

adaptacji drobnoustrojéw do rozktadu KSPC i wyhodowano popu-

drobnoustrojéw odpornych na toksyczne dziatanie KSPC

uzyskano mikroorganizmy zdolne do wykorzystywania ka-
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tionowych substancji powierzchniowo czynnych jako drugorzed-
nego zré6dta wegla.

Dtuzsze prowadzenie hodowli mikroorganizméw osadu czynnego
przy tej samej dawce KSPC pozwolito na zebranie wiekszej
ilosci wynikéw i okres$lenie mozliwo$ci biodegradacji KSPC w
obecnos$ci tatwo wutlenialnego substratu, obserwowanie nitry -
fikacji azotu amonowego, zmian w aktywnos$ci dehydrogenazowe]j
mikroorganizméw czy sedymentacji osadu czynnego.

I tak wprowadzenie do bioreaktorow kationowo czynnych
substancji powodowato zatrzymywanie i gromadzenie KSPC na
ktaczkach osadu czynnego. Dlatego tez w odptywie z bioreak-
toréw nie stwierdzano ( lub tylko w niewielkich ilosciach)
obecnos$ci KSPC . Srednie usuniecie KSPC wynosito od 90 do
100% (tabele 3, 9, 17, 25 i 33). W wyniku gromadzenia sie
KSPC na ktaczkach osadu czynnego dochodzito do zmiany
wtasciwos$ci sedymentacyjnych osadu czynnego (rys.5a i 5b,
Ila i Ilb, 17a i 17b, 23a i 23b). Stwierdzano, ze wahania
indeksu Mohlmanna byty mniejsze podczas dozowania KSPC
(rys.5a i 5b, Ila i Ilb, 17a i 17b, 23a i 23b). Przyktadowo

podczas zasilania reaktora tatwo rozktadalnym substratem

wzbogaconym w preparat Kamin R MR, indeks Mohlmanna zmieniat
sie od 165 do 190 cmslg i tylko jeden raz osiagnat wartos$é
258 cm /g, natomiast podczas dozowania tatwo rozktadalnego
substratu (1 etap badan) przyjmowat wartos$ci 334-715 cm3/g
(rys.5a i 5b). Korzystniejsze wtasciwosci sedymentacyjne

osadu wptywaty na poprawe sprawno$ci oddzielania biomasy i
obnizanie wartos$ci CZT odptywu (rys.4b, 10b, 16b, 22b).
Stwierdzono, ze wystagpita zmiana struktury osadu z roz-

proszonego w skupienia stosunkowo dobrze sedymentujagce.

Zapewniato to zatrzymywanie w skupiskach réwniez drobno-

ustrojow czynnych w procesie nitryfikacji i wzrost inten-

sywnosci tego procesu (rys.5¢ i 5d, lic i lid, 17c i 17d,

23c i 23d). Opisane zmiany byty rézne od spodziewanych,
120

zwazywszy nie tylko na toksyczne dziatanie KSPC, ale takze
ich wtasciwoséci powierzchniowo czynne, ktére zazwyczaj przy-
czyniajag sie do wynoszenia osadu czynnego z bioreaktora [76]
Badane KSPC, charakteryzujagce sie stosunkowo ,tduzym eiezarem
czagsteczkowym, wykazywaty dziatanie podobne do obcigznikoéw
osadu. Wyliczono, ze tylko w 3 etapie badan wprowadzono do
kazdego z bioreaktoréw osadu czynnego okoto 1500 mg KSPC
(podczas dozowania ich przez 3 tygodnie, w stezeniu 20.0 mg
KSPC/dm3), z czego zatrzymano na osadzie czynnym 90 do 100%.
Pomimo dostarczenia tak duzej ilos$ci substancji toksycznej
dla mikroorganizméw (KSPC sg stosowane jako Srodki dezynfek-
cyjne w szpitalach), nadal obserwowano wysoka sprawno$¢ bio-
chemicznego utleniania (rys.4b, 10b, 16b, 22b, tabele 3, 9,
17, 25, 33). Podczas 19- do 21-godzinnego natleniania osadu
czynnego wraz z substratem wzbogaconym w KSPC, prowadzenia
procesu przy niskim obcigzeniu substratowym osadu od 0.14 do
0.20 g CZT/g sm d, usuwano CZT w 73 do 82% (tabele 3, 9, 17,
25, 33).

Proces zatrzymywania i gromadznia KSPC na osadzie czynnym
byt badany miedzy innymi przez Pittera [48], Hellmanna [19]
i Grabinska-Sote [15]. Zwré6cili oni uwage, ze proces ten
wigzat sie z podatnos$cia KSPC na biochemiczny rozktad. W

tych przypadkach, gdy substancje powierzchniowo czynne nie

ulegaty biodegradacji, znajdowano w skupiskach mikroorganiz-
méw wieksze ilosSci KSPC niz woéwczas, gdy ulegaty utlenieniu.
Ale nawet gdy uznawano kationowgag substancje powierzchniowo
czynna za ulegajaca biochemicznej destrukecji, stwierdzano,
ze okoto 7% wprowadzonej ilo$Sci KSPC pozostawato w skupie-
niach osadu w stanie nieroztozonym [19]. Uwaza sie, ze w

omawianych badaniach tylko cze$§¢ KSPC pozostawata w osadzie
czynnym w stanie nieutlenionym przyczyniajac sieg do zmian

sedymentacyjnych ktaczkow.
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Obserwowany brak dziatania toksycznego KSPC na drobno-

. . . . L, . . nych badaniach zalezno$ci te byty zaciemniane przez proces
ustroje skupione w osadzie czynnym (wysoki stopien wusuniecia

. . . . . . biodegradacji kationowych substancji powierzchniowo czyn-

CZT, intensywny przebieg nitryfi kacji) wskazywat, ze w pro-
nych, achod c s k ieniach bakteryjnych. Uwaza sie, 7 e
cesie biochemicznej degradacji KSPC w obecnosd$ci tatwo utle- y z zacy w upl : yiny waz 'e z
tylko cze$§¢ zatrzymanych KSPC-ulegat a utlenianiu, powodujac

nialnego substratu dochodzito do utraty wtasciwoséci powierz-

. . L .. . przyrost aktywnosé$ci dehydrogenaz A (rys.6b, 12b, 18b, 24b).
chniowo czynnych i toksycznych KSPC. Na mozliwosci biode- 2

- . . . - . . Pozostata cze$é, ktora znajdowata sie w ktaczkach osadu, nie
gradacji pierwotnej kationowych substancji powierzchniowo

, . . . . ulegata biodegradacji (o obecnos$ci KSPC w ktaczkach osadu
czynnych, przy wspoétudziale mieszanej populacji drobnoustro-

L . . , czynnego $wiadczyta zmiana wtasciwosci sedymentacyjnych),
jow osadu czynnego albo zespotu mikroorganizmoéw rzecznych, y g ¥ y yiny )

znikata ze Srodowiska (odptywu) nie powodujac proporcjonal-

zwracato uwage kilku autordéw, miedzy innymi Zdybiewska i
3 . . . nego do usunietego CZT przyrostu aktywnosci dehydrogenaz.
wspoétautorki [78], Janosz-Rajczyk [27], Grabinska-Sota [15],
. i Dlatego nie mozna byto powigza¢ szybkoé$ci dostarczania lub
a ostatnio Clancy i Tanner [10].
S ania substrat e mianami akt nosci A , lub A .
Potwierdzeniem mozliwos$ci biodegradacyjnych KSPC byta usuw : ! 4o zmi : yw : Y% ! z

. . . . L Nastepnie w celu przeprowadzenia oceny wptywu KSPC na
miedzy innymi takze obserwowana wysoka aktywno$¢ dehydroge-

biodegradacje tatwo utlenialnego substratu wyliczono korzys-

naz A (rys. 6b, 12b, 18b, i 24b). Jednakze rozpatrywane
z

. L tajac z | réwnania Eckenfeidera state szybkos$ci k. Eckenfel-

zmiany przyrostu aktywnoS$ci dehydrogenaz A lub A w
z

. . L. . ! der zaleca w interpretacji kinetyki procesu osadu czynnego

powigzaniu z szybkoécig dostarczania substratu O lub O ,a
\Y z

dla oczatkowych stezeh doptywu nie rzekraczajgcych
takze w zaleznos$ci od szybkos$ci usuwania substratu V wyka- ( P a y ¢ Pty P racy
z

3
. - . BZT 500 mg O /dm ) réwnanie:
zaty, ze przy opisie tych proceséw za pomocg formuty matema- 5 2

. . . . - . . C- L /sm t =k C
tycznej nie mozna byto stosowaé liniowego réwnania (1 stop- O S 6
. . . . Dla 3 etapu badan wartos$ci k przedstawiaty sie nastepujaco:
nia). Badania wykazaty, ze we wszystkich przypadkach, przy s s
. i . L. . . ) o, 1.580 10 [m /g d] dla bioreaktora zasilanego Sciekami
zatozonym poziomie ufnos$ci p 95%, uzyskiwano niski stopien
. . L. bytowo-gospodarczymi i bromkiem cetylotréjmetyloamoniowym,
korelacji r pomiedzy aktywnoscia dehydrogenaz A a 5 5
v -
o . . L 0.5988 10 [m /g d] dla bioreaktora zasilanego §ciekami by-
szybko$ciag dostarczania O lub O czy tez aktywnos$cia A a 5 5
z z -
- . ! . towo-gospodarczymi i preparatem Kamin R MR,0.7504 10 [m /g d]
szybkodécig wusuwania substratu V lub V . Wynosit on od
\Y z
dla bioreaktora zasilanego §ciekami bytowo-gospodarczymi i

0.0255 do 0.6052 (tabele 11, 12, 19, 20, 27, 28, 35, 36).

-3 3

i ) i ) ) ’_ preparatem Kaminox R 15 MR, 1.0230 10 [m /g d] dla biore-
Wielu badaczy obserwowato i opisywato rédwnaniami matematycz-

i . L. . . aktora zasilanego $ciekami bytowo-gospodarczymi i preparatem
nymi (1 do 4) zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cig dehydrogenaz a

-3 3

L i i i ) Kaminox R 5 RB i 0.9791 10 [m /g d] dla bioreaktora zasi-
szybkos$cig dostarczania lub usuwania substratu. Miedzy inny-

lanego §ciekami bytowo-gospodarczymi i preparatem Kami-

mi podczas biodegradacji tatwo wutlenialnego substratu, jak

P . . . nox R 11 RB. Stwierdzono, ze byty to we wszystkich przypadkach
§cieki bytowo-gospodarcze albo podczas biochemicznego ule-

. . . , L L warto$ci nizsze od wyznaczonych w przypadku zasilania bioreak-
niania $ciekdéw przemystowych obcigzonych bezwodnikiem kwasu

. . toréw tylko $ciekami bytowo-gospodarczymi. Wspoétczynnik k wy-
maleinowego, ftalowego Ilub fenolem [43, 54]. W przedstawio-

nosit odpowiednio 1.827 lo“* 1.890 10'9, 2.886 10_* 2.585 10_*

122
123



1.330 10 [m /g d]. Oznacza to,ze KSPC wprowadzone do S$ciekow

bytowo-gospodarczych spowalniaty proces biodegradaciji tatwo

utlenialnego substratu.

5.2. UTLENIANIE CZWARTORZEDOWEGO AZOTU PRZEZ DROBNOUSTROIJE

OSADU CZYNNEGO

Sprawno$¢é procesu biodegradacji (tabele 3, 9, 17, 25, 33)
i utrzymujaca sie aktywnos$¢ dehydrogenaz (rys.6b, 12b, 18b,

i 24b) podczas wspélnej biodegradacji KSPC i tatwo utlenial-

nego substratu wskazuja, ze zanikanie tych substancji w
§rodowisku byto zwigzane z rozktadem kationu i utrata przez
czagsteczke wtasciwos$ci powierzchniowo czynnych . Nasuneto to

pytanie, czy azot czwartorzedowy znajdujagcy sie W czgsteczce
KSPC moze by¢ utleniany przez mieszang populacje drobnoust-
rojow osadu czynnego.

W celu wyjadnienia tego zagadnienia starano sie podtrzy-

mywa¢ hodowle mikroorganizmoéw osadu czynnego zasilajac je
preparatami tak, aby stanowity gtéwne Zré6dto wegla i azotu
(4 etap badan) i utrzymywacé przy tym stosunkowo dtugi wiek

osadu czynnego [23]. Preparaty dozowano w takim stezeniu,
aby uzyskaé¢ stezenie 20.0 mg KSPC/dm3. Obcigzenie substrato-
wego osadu czynnego inkubowanego przy takich parametrach

doptywu wynosito 0.04 do 0.15 g CZT/g sm d (tabele 2, 8, 16,

24 i 32). Wiek osadu czynnego utrzymywano na poziomie
wyzszym od 6 dni (tabele 2, 8, 16, 24 i 32). Prowadzenie
hodowli przy niskim obcigzeniu substratowym osadu i 13- do
21-godzinnym natlenianiu powodowato od 60 do 82" usuniecie

CZT i od 78 do 94% redukcje KSPC (tabele 3, 9 ,17, 25 i 33).
Stwierdzano, ze nadal zachodzita nitryfikacje azotu amonowe-
go. Stezenie azotu azotanowego w poszczegdlnych odptywach
wahato sie od wartos$ci $ladowych do 13.2 mg N N03~/dm3 (tabe-

le 4, 10, 18, 26 i 34).
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Uwaza sieg, ze podczas biodegradacji, prowadzonej przy

stosunkowo dtugim czasie napowietrzania obecnos$¢ azotandw w

odptywie ze wszystkich pieciu hodowli byto zwigzana z nitry-
fikacja azotu amonowego zar6wno nie pochodzacego, jak i po-
chodzacego z rozktadu KSPC. Zrodtem azotu amonowego

nie zwigzanego z rozktadu KSPC byty potaczenia azotu organi-
cznego uwalniane podczas lizy komoérek mikroorganizmow osadu

czynnego. Proces rozktadu komoérek zachodzit w trakcie tleno-

wej stabilizacji osadu, ktoéra miata miejsce podczas prowa-
dzenia hodowli. Dlatego tez rozwigzanie zagadnienia utlenia-
nia azotu prébowano znalez¢ rozpatrujac zmiany struktury
czgsteczek KSPC przed i po procesie biodegradaciji opierajac

sie na analizie spektralnej tH NMR.

Analiza spektralna NMR wykonywana dla czterech odpty-
wow wskazuje, ze w trzech z nich (Kaminox R 15 RM, Kaminox R
5 RB, Kaminox R 11 RB rys.15, 21 i 27) nie znajdowano pro-
tonéw zwigzanych z azotem amoniowym i w czterech (Kamin R
RM, Kaminox R 15 RM, Kaminox R 5 RB, Kaminox R 11 RB rys.9,
15, 21 i 27) nie znajdowano protonéw wystepujacych w mety-

loaminie. Byty natomiast obecne sygnaty protondéw zwigzanych

z rodnikami metylowymi i metylenowymi nalezacymi do taficu-
chéow weglowodorowych lub sygnaty protonéw grupy -CH-0- tanh-
cuchéw wieloeterowych (rys.9, 15, 21 i 27). Dane te wskazu-

ja na catkowite utlenianie (w przypadku preparatéw Kaminox R
15 RM, Kaminox R 5 RB, Kaminox R U RB rys.15, 21 i 27)
azotu wbudowanego w czagsteczke KSPC. Natomiast wprzypadku

preparatu Kamin R MR na wystepowanie posSrednich produktow
utlenienia, w ktérych nadal wystepowat azot czwartorzedowy.
Na mozliwoé$ci utleniania azotu czwartorzedowego przez mikro-
organizmy wskazywali zaréwno Sullivan [58], jak i Hellmann
[19]. O ile Sullivan tylko wnioskowat o mozliwos$ci utlenia-
nia azotu amoniowego przez drobnoustroje na podstawie dowo-
déw posSrednich (zajmowat sie gtéwnie losem wegla wbudowanego
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w czagsteczke KSPC), to Hellmann przedstawit dowdd bezposdre-
dni. Autor ten obserwowat, po zaszczepieniu préby zawierajg-
cej KSPC mieszang populacjag drobnoustrojéw pobrang z wdéd Re-
nu, stopniowy rozktad czagsteczki chlorku dwustearylodwumety-
loamoniowego i pojawianie sie azotandéw. Hellmann przypusz-
czat, ze wykrywane azotany mogty pochodzi¢ z rozktadu amin
alifatycznych, przypuszczalnych pos$rednich produktow utle-
niania KSPC. Roéwniez Fenger i wspoOtautorzy badajac rozktad
chlorku tetradecylodwumetylobenzylowego przy wspotudziale
mieszanej populacji mikroorganizméw osadu czynnego wykazali,
ze jako posSredni produkt utlenienia mogta powstawac tetra-
decylowdumetyloamina [13]. Oznaczato to, ze sugestie Pittera
[48], 1li¢a [23] i innych [59] o trwatos$ci KSPC zawierajag-
cych w czgsteczce azot nie zawsze muszg sie sprawdzaé¢. Uwaza
sie, ze wutlenianie azotu warunkowata budowa czgsteczki KSPC

i jego pozycja w drobinie.

5.3. WPLYW STRUKTURY WYBRANYCH KATIONOWYCH SUBSTANCJI POWIERZ-

CHNIOWO CZYNNYCH NA BIODEGRADACIJE

Na podstawie nielicznych prac dotyczacych wptywu struktury
chemicznej na biodegradacje KSPC mozna sgdzic, ze proces

biochemicznego rozktadu zwigzany jest miedzy innymi z wiel-

kos$ciag masy czagsteczkowej, charakterem wigzania pomiedzy
hydrofilowg a hydrofobowg cze$cig molekuty, ditugos$cia i pa-
rzystg liczba wegli tancucha hydrofobowego, rozgatezionag
strukturg czes$ci hydrofobowej molekuty (wigze sie to z su-

rowcami uzywanymi podczas syntezy ) oraz ztozono$cia budowy
czes$ci hydrofilowej [10, 19, 57, 59, 64].

Przeprowadzona w warunkach Jlaboratoryjnych synteza czte-
rech badanych KSPC byta oparta na reakcji amin lub oksyety-
lowanych amin z chlorkiem metylu lub oksyetylowanych amin z

chlorkiem benzylu. Synteza amin byta prowadzona z udziatem
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porafinacyjnych kwaséw ttuszczowych pochodzenia ro$linnego.

W badanych KSPC wystepowaty tancuchy alkilowe zawierajace
parzysta liczbe wegli, gtéownie 18-22. Byty obecne réwniez
tancuchy posiadajgce 8, 10, 12, 14 i 16 wegli (15%). tancuch

hydrofobowy poprzez grupe metylenowag byt potagczony z azotem
czwartorzedowym. Poszczegdlne KSPC ro6znity sie miedzy sobag
podstawnikami przy azocie [37].

W pierwszym przypadku KSPC (preparat Kamin R RM) posiada-
ta trzy rodniki metylowe przy azocie (rys.7). W drugim (pre-
parat Kaminox R 15 RM) jeden rodnik metylowy i 15 spolimery-
zowanych grup tlenku etylenu, ktdére podstawiono do azotu w
dwéch miejscach (rys.13). Nastepna KSPC (preparat Kaminox R
5 RB) posiadata grupe benzylowag i 5 spolimeryzowanych grup
tlenku etylenu przytaczonych tez w dwéch miejscach do azotu
(rys.19). Kolejna KSPC (preparat Kaminox R 11 RB) posiadata
grupe benzylowag i 11 spolimeryzowanych grup tlenku etylenu
przytaczonych w dwéch miejscach do azotu (rys.25).
Prowadzono réwniez badania dla indywiduum chemicznego bromku
cetylotréjmetyloamoniowego posiadajgcego 16 wegli w tancuchu
hydrofobowym (rys.l). Preparat ten ro6znit sie od KSPC znaj-
dujagcej sie w preparacie Kamin R MR ilos$cia wegli w tancuchu
weglowodorowym

Dwie KSPC (preparaty Kamin R MR i Kaminox R 15 RM) réznity
sie miedzy sobag obecnos$cia dodatkowej grupy hydrofilowej,
ktéorag stanowit tancuch wieloeterowy zbudowany z 15 spoiime-
ryzowanych grup tlenku etylenu. Dwie pozostate KSPC (prepa-
raty Kaminox R 5 RB i Kaminox R U RB) posiadajgce w miejscu
grupy metylowej grupe benzylowag réznity sie iloScia wprowa-
dzonych spolimeryzowanych grup tlenku etylenu. Biochemiczny
rozktad tancuchéw alkilowych oceniano opierajgc sie na spek-
troskopowych pomiarach widm IR, w ktérych okres$lano zmiany

ilos§ciowe grup metylowych i metylenowych.
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Wykazano, ze w dwéch przypadkach (preparaty Kaminox R 5

RB, Kaminox R 11 RB) znajdowano w zatezonym odptywie niezde-

gradowane tancuchy alkilowe (tabele 30, 29, 37 i 38).
Swiadczyta o tym prawie stata wartos$é ilorazu A A1/A A2
przed i po procesie biodegradacji. Stwierdzono, ze nieutle-

nione tancuchy alkilowe wystepowaty woéwczas, gdy azot w KSPC
byt podstawiony grupa benzylowag i 5 lub 11 spolimeryzowany-
mi grupami tlenku etylenu.

W dalszych badaniach stwierdzono, ze w trzech przypadkach
(preparaty Kamin R RM, Kaminox R 15 RM i bromek cetylotréj-
mety loamoniwy) w zatezonym odptywie znajdowano zdegradowane
tancuchy alkilowe. Swiadczyta o tym wyzsza po procesie biode-
gradacji wartosé¢ ilorazu A Al/A A2 (tabele 5, 6, 13, 14, 21
i 22). Stwierdzono, ze utlenianie tancuchéw alkilowych za-
chodzito dla tych KSPC, w ktérych azot byt podstawiony 3
grupami metylowymi lub 15 grupami tlenku etylenu.

Zaobserwowano, ze rozktad tancuchéw weglowodorowych zacho-

dzit w KSPC nie zawierajgcych podstawnika benzylowego. Swis-

her [59] powotujac sie na prace Krzeminskigo i Gawta oce-
nit czwartorzedowa soél amoniowa, posiadajaca od 14 do 16
wegli w tancuchu weglowodorowym, azot podstawiony dwoma gru-
pami metylowymi i grupe benzylowag jako ulegajgcg biodegrada-

cji.Sadzit, ze biochemiczne wutlenianie byto zwigzane z utra-
ta wtasciwosci powierzchnio czynnych przez KSPC i utlenie-
niem grupy benzylowej.W pracach tych nie rozpatrywano jednak,
w jakim stopniu zachodzito biochemiczne wutlenianie tanncucha
weglowodorowego. Z przeprowadzonych badan wynika, ze w przy-
padku wprowadzenia do czgsteczki KSPC zar6wno grupy benzylo-
wej, jak i spolimeryzowanych grup tlenku etylenu (5 1lub 11)

nie zachodzit proces biodegradacji tancuchéw weglowodorowych.

Mozliwos$¢é wutleniania tancucha wieloeterowego i podstawni-
ka benzylowego oceniano opierajagc sie na spektroskopowych
pomiarach widma iH NMR zaré6wno podczas biodegradaciji KSPC w
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obecnos$ci tatwo wutlenialnego substratu, jak i wtedy gdy pre-
paraty stanowity gtéwne Zré6dto wegla i azotu.

Stwierdzono, ze w trzech przypadkach (podczas biodegra-
dacji preparatéw Kaminox R 15 RM, Kaminox R 5 RB i Kaminox R
11 RB) w zatezonym odptywie byty obecne zdegradowane tancu-
chy polieterowe. Swiadczyta o tym zmiana iloéci protonow w
badanych produktach (rys.14, 15, 20, 21, 26 i 27). Zaobser-
wowano, ze biodegradacja zachodzita w przypadku tych KSPC,
w ktérych wystepowat azot podstawiony 15 spolimeryzowanymi
grupami tlenku etylenu Ilub grupag benzylowag i 5 lub 11 spoli-
meryzowanymi grupami tlenku etylenu.

Badania wykazaty, ze wprowadzenie 15 spolimeryzowanych
grup tlenku etylenu (Kaminox R 15 RM) w miejsce dwdch grup
metylowych (Kamin R MR) nie zmienito podatnos$ci na bioche-
miczny rozktad tej KSPC. Stwierdzano, ze dochodzito do de-
gradacji tancucha weglowodorowego, jak i degradacji tancucha
wieloe terowego.

Stwierdzono takze, ze wprowadzone do czgsteczki KSPC po-
siadajgcej grupe benzylowa tancuchy wieloeterowe (preparat

Kaminox R 5 RB i Kaminox R 11 RB) ulegaty biodegradaciji.

Zaobserwowano rowniez, ze w tych KSPC, w ktorych
wystepowatl podstawnik benzylowy (Kaminox R 5 RB i Kaminox R
11 RB), zawsze zachodzito utlenianie grupy benzylowej.
Sadzono tak, gdyz w zatezonych odptywach nie znajdowano
sygnatéw protonéw zwigzanych z ta grupa (rys.20, 21, 26 i 27)

Stwierdzony w pracy rozktad grupy benzylowej byt opisywany
wczedniej przez rézinych autorow [59].

Dotychczas przyjmowano, ze ze wzrostem iloS$ci spolimery-
zowanych grup tlenku etylenu w tancuchu wieloeterowym powyzej
20 obniza sie podatno$¢ SPC na biodegradacje [59, 647]. W
pracy zaobserwowano, ze pogorszenie mozliwosci degradacyj-
nych KSPC wystapito (tancuchy weglowodorowe nie ulegaty de-

gradacji), gdy w tancuchu wieloeterowym wystepowato 5 lub 11
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spolimeryzowanych grup tlenku etylenu i réwnoczeé$nie obecna
byta grupa benzylowa. Oznaczato to, ze zwigzek pomiedzy bu-
dowag czagsteczki KSPC a podatnos$cia na biodegradacje nie
przedstawiat sie tylko jako prosta zaleznos$¢ pomiedzy
iloscia grup hydrofilowych Ilub obecno$ciag podstawnika benze-
nowego. Byt on bardziej skomplikowany i wigzat sie tez z

reaktywnoséciag podstawnikéw przy azocie.

5.4. MECHANIZM BIODEGRADACJI WYBRANYCH KATIONOWYCH SUBSTAN-
CJI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH PRZEZ DROBNOUSTROJE OSADU

CZYNNEGO

Wykorzystywanie analizy spektralnej IR i *H NMR podczas
prac nad biodegradacjag pozwalato na $ledzenie loséw podstaw-
nikéw,takich jak grupy metylowe, metylenowe, benzylowe, spo-

limeryzowane grupy tlenku etylenu oraz czwartorzedowego azo-

tu i tancucha weglowodorowego wystepujacych w czasteczce KSPC.
Stwierdzono, ze mechanizm biodegradacji byt zwigzany ze
struktura czasteczki i populacja mikroorganizmoéw, ktéra wy-

ksztatcita sie w poszczegélnych reaktorach.

Dla tych KSPC, ktére posiadaty w swej strukturze précz-
tancucha hydrofobowego podstawnik benzylowy i spolimeryzowa-
ne grupy tlenku etylenu, przytaczone w dwédch miejscach do
azotu (preparat Kaminox R 5 RB i Kaminox R 11 RB), biodegra-

dacja rozpoczynata sie od rozktadu kationu. Proces ten powo-

dowat przede wszystkim utrate wtasciowsci powierzchniowo
czynnych i toksycznych KSPC. Sadzono tak na podstawie zaniku
KSPC w odptywie (tabele 25 i 33), po przebiegu procesu bio-
degradacji CZT (rys.16 i 22) oraz biodegradacji azotu czwar-
torzedowego (rys. 19, 20, 25 i 26) i utrzymujagcej sie aktyw-
noésci dehydrogenaz (rys.18 i 24). Proces rozktadu kationu
wigzat sie w pierwszej kolejnoséci z wytworzeniem odpowied-
nich (w zaleznos$ci od liczby wegli w ‘tancuchu weglowodoro-
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CH [CH ] -CH- CH- N- CH
3 2 2 2

wym) alkoholi oraz aminy aromatycznej (etap la), ktora

ulegata dalszemu rozktadowi.

[CH CH O] H [CH CHO] H
2 2 X

2 2 X
| |

-C H = CH [CH ] -CH- CH-OH + N- CH -C
2 5 5 3 2 n 2 2 | 2

CH_CH_O] H CH,CH_O] H
[CH, CH, ]y [CH, CH, ]y

n=5-1P, x+y=5 lub 11

(etap la)

W wyniku rozktadu dochodzito do odtaczenia podstawnika ben-

zenowego i tancuchéw wieloeterowych (etap 2a).

CH CH O] H

[ 2 2 ]x /OH

|

N- CH -C H = OH CH ...CH OH + NH + fil

. 2 &5 2 2 4
| OH
CH

CH,CH O] H 3

[ ¢, ]y

(etap 2a)

W dalszej kolejnosci zachodzito utlenianie tancuchodow wielo-
eterowych tez do odpowiednich alkoholi i dalej do kwasow.
Powstajacy kwas karboksylowy byt z kolei wutleniany do dwu-
tlenku wegla. Odtagczanie kwasu karboksylowego powodowato
stopniowe skracanie tancucha wieloeterowego (etap 3a). Na
taki przebieg biodegradacji wskazuje zmieniajgca sie w trak-
cie tego procesu liczba protonoéw w tancuchu wieloeterowym

(rys.20, 21, 22, 25, 26 i 27).

OH CH_...CHOH = OOHCCH_...CH COOH = CH COOH = CO_ + HO
2 2 2 2 3 2 2

(etap 3a)

Amina aromatyczna po odtagczeniu podstawnika benzylowego i
tancucha wieloeterowego ulegata degradacji do jonu amonowego

i dalej do azotanéw. Uwaza sie tak, gdyz w zadnym z odptywoéw

131



nie stwierdzano obecnoéci aminy aromatycznej (rys,21, 22, 26

i 27), natomiast byty obecne azotany (tabele 26 i 34).
Uwaza sie, zZe nastepnie zachodzito utlenianie pier$cienia
benzenowego do dwutlenku wegla i wody (etap 4). Po procesie

degradacji w odptywie nie znajdowano podstawnika benzenowego

(rys.20, 21, 26 i 27).
OH
AN CO + HO
N 2 2
CH OH
3
(etap 4a)
W przypadku wystepowania w czgsteczce 5 lub 11 grup tlenku
etylenu i podstawnika benzylowego nie dochodzito do dalszej

biodegradacji powstatego z tancucha weglowodorowego alkoholu
(tabele 30 i 3S).

Podobnie przedstawiat sie mechanizm degradacji KSPC, w
ktéorej przy czwartorzedowym azocie znajdowaty sie jeden rod-
nik metylowy i tancuchy epoksydowe (posiadajace w sumie 15
spolimeryzowanych drobin tlenkuetylenu), podstawione w
dwéch miejscachdo azotu (Kaminox R 15 RM).

Proces biodegradacji KSPC rozpoczynat sie rozktadem mka-
tionu i utratag wtasciwos$ci powierzchniowo czynnych jak i

toksycznych (etap 1Ib).

[CH_CH O] H [CH CH O] H
2 2 X 2 2 7 x
Cy 1
CH [CH ] -CH- CH-) N- CH = CH [CH ] -CH-CH-OH + N- CH
3 2 °n 2 27| 3 3 2 °n 2 2 i 3
[CH CH O] H [CH CH O] H
2 2 y 2 2y

n=5-iS>, x+y=15
(etap 1Ib)
Proces ten tez wigzat sie z powstaniem odpowiednich alkoholi
i aminy, pézniej nastepowat rozktad aminy, zwigzany z

powstaniem odpowiednich (w zaleznos$ci od liczby wegli w
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tancuchu wie loeterowym) alkoholi i utlenieniem azotu organi-
cznego do azotu amonowego (etap 2b) i dalej do azotanéw. Na
taki mechanizm rozktadu wskazujg zaréwno wysokie usuniecie
KSPC podczas biodegradacji (tabela 17), jak i brak w
zatezonych odptywach azotu amoniowego lub metyloaminy.
(Stwierdzano brak sygnatoéow pochodzacych od protondéw
zwigzanych z azotem amoniowym i metyloamina, podczas gdy

znajdowano sygnaty pochodzace od protonéw zwigzanych z grupa

metylowg, metylenowag albo z tlenem rys.15).
[CH CH O] H
~ 2 27X

|
N-> CH,  OH CH ...CHOH + NH + CO

[CH_CH 0] H
2 27y

(etap 2b)
Réwnoczes$nie zachodzito utlenianie (skracanie) tancuchow
wie loeterowych, gdyz zmieniata sie ilosé protonéw w tancuchu
przed i po biodegradacji (rys.13, 14 i 15). Przebieg tego
procesu byt zgodny 2z etapem 3a. Stwierdzono tez, ze docho-
dzito do utleniania alkoholi, powstatych z odtgczonych
tancuchéw weglowodorowych . Wskazuje na to malejgca w trak-
cie procesu ilo§¢ grup metylenowych (obserwowano wzrost ilo-
razu A A1/A A2 - tabela 22). Byt to etap 4b, przebieg biode-
gradacji byt zgodny z mechanizmem f3-oksydacji pokazanym na
stronie 36. Natomiast w przypadku obecnos$ci w czagsteczce

tancucha weglowodorowego przytaczonego do azotu czwartorze-
dowego, do ktdrego byty podstawione trzy grupy metylowe (Ka-
min R RM i bromek cety lotréjme ty loamoniowy), biodegradacja
rozpoczynata sie od utlenienia tancucha weglowodorowego
wedtug mechanizmu w-oksydacji podanej na stronie 34 a
nastepnie wedtug /?-oksydacji przedstawionej na stronie 36.
Wskazuje na to zmniejszajgca sie ilos¢ grup metylenowych w
tancuchu (tabele 6 i 14) oraz obecnos$¢ azotu amoniowego
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(rys.8 i 9) badz metyloaminy (rys.2 i 3). Przypuszcza sie,

Ze taki mechanizm biodegradacji byt zwigzany z obecnos$cia w

czagsteczce azotu podstawionego trzema grupami metylowymi.
Ugrupowanie to uwazane jest za wzglednie stabilne [49, 50].
Mozna zaznaczyé¢, ze o ile w procesie biodegradaciji bromku

cetylotré6jmetyloamoniowego stwierdzano pojawianie sie mety-
loaminy, to podczas biochemicznego utleniania preparatu Ka-
min R RM w odptywie obecny byt azot amoniowy (rys.2 i 8).
Powstawanie tetradecylodwumetyloaminy jako pos$redniego pro-
duktu utleniania byto obserwowane przez Fengera i
wspoétautoréw [13] podczas biodegradacji chlorku tetradecylo-
dwumetylobenzyloamoniowego. Czagsteczki KSPC (bromku cetylo-
tré jmety loamoniowego i Kamin R RM) ré6znity sie miedzy soba
nie tylko dtugoécig tancucha weglowodorowego, ale takze po-
chodzeniem surowca wzietego do syntezy KSPC. Lancuch
weglowodorowy w preparacie Kamin R MR pochodzit z porafina-
cyjnych naturalnych kwaséw rzepakowych, natomiast w  bromku
cety lotr6 jmetyloamon iowym byt sztucznie syntetyzowany.
Hellmann [19] badajac biodegradacje chlorku dwustearyno-
dwumetloamoni owego przy udziale' mieszanej populacji drobno-
ustrojow rzecznych stwierdzit, ze w probie pojawiaty sie
azotany, mimo ze byty obecne tancuchy alifatyczne. Nasuneto
to przypuszczenie, ze proces biodegradacji alkilu moze byé
poprzedzany rozktadem kationu i utlenianiem azotu amoniowego
do azotan6w. Uwaza sie, ze przedstawione wyniki badan pozwa-
lajg sadzi¢, ze biodegradacja trzech testowanych KSPC, w
ktérych azot byt podstawiony dwoma tancuchami wieloeterowymi
i grupag benzylowag bagdZz grupa metylowa, prowadzona za pomoca
drobnoustrojéw osadu czynnego, réwniez rozpoczynata sie od
rozktadu kationu. Inny mechanizm degradacyjny rozpoczynajacy
sie od utleniania alkilu obserwowano woéwczas, gdy w <czgagste-
czce wystepowatlt azot podstawiony tancuchem weglowodorowym i

trzema grupami metylowymi.

134

6. WNIOSKI

1. Przebadane kationowe substancje powierzchniowo czynne po
wprowadzeniu do bioreaktora byty zatrzymywane na osadzie czyn-
nym, ktéry zmieniat swoje wtasciwos$ci sedymentacyje.

2. Przy stezeniach do 20.0 mg/dm3 zatrzymane w ktaczkach
osadu czynnego KSPC byty utleniane przez mikroorganizmy i
dlatego nie obserwowano wypieniania KSPC i wynoszenia z bio-
reaktoréw zawiesiny osadu czynnego.

3. Obecnos¢ KSPC w bioreaktorze powodowata obnizenie
szybkos$ci biodegradacji tatwo utlenialnego substratu oraz
zmiany w aktywnos$ci dehydrogenaz. KSPC byty bardzo wolno
utleniane przez mikroorganizmy osadu czynnego i dlatego
zmian w aktywnos$ci dehydrogenaz nie mozna byto taczy¢ =z
szybko$cig wusuwania lub dostarczania substratu.

4. Badane KSPC nalezy zaliczy¢ do substancji trudno rozkta-
dalnych, gdyz przy obecnos$ci w $§ciekach surowych w stezeniu
20.0 mg/dm3 obnizaty szybko$§¢ procesu biodegradacji.

5. Stwierdzono, ze mechanizm biodegradacji byt powigzany z
budowg czagsteczki KSPC i populacija mikroorganizmoéw, ktéora
wyksztatcita sie w poszczegélnych bioreaktorach.

6. Dla tych KSPC , w ktérych wystepowaty grupa benzenowa i 5
lub 11 spolimeryzowanych grup tlenku etylenu, azot amoniowy
oraz tancuch weglowodorowy z 18 do 22 weglami, proces bio-
oksydacji rozpoczynat sie rozktadem kationu, po czym zacho-
dzito utlenianie azotu amoniowego, grupy benzylowej i

tancucha wieloeterowego. Nie dochodzito jednakze do oksyda-
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tancucha wieloeterowego. Nie dochodzito jednakze do oksyda-
cji tancucha weglowodorowego.

7. Biodegradacja KSPC, w ktdédrej wystepowaty przy azocie amo

niowym tancuch weglowodorowy z 18 do 22 weglami, grupa mety-
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utlenialnym substratem, adaptacje mikroorganizméw do testo-
wanych substancji, dozowanie KSPC w stezeniu 20.0 mg/dm3 i
prowadzenie zasadniczych pomiaréow biochemicznych i analiz
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troskopowych analiz.

Stwierdzono, ze testowane KSPC nalezaty do trudno
rozktadalnych subsancji 1 spowalniaty proces biodegradacji
substratu +#atwo utlenialnego a mechanizm biodegradacji
zwigzany byt z vrodzajem podstawnikéw wystepujacych przy
czwartorzedowym azocie.

Dowiedziono, ze dla tych KSPC, w ktérych przy azocie amo-
niowym wystepowat tancuch weglowodorowy i spolimeryzowane
grupy tlenku etylenu lub tancuch wieloeterowy i grupa benze-
nowa biodegradacja rozpoczynata sie od rozktadu kationu.

Dochodzito do utleniania azotu amoniowego, podstawnika ben-
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zenowego i d+ancucha wieloeterowego, nie zachodzita oksydacja
+ancuchéw weglowodorowych woéwczas, gdy w czasteczce
wystepowata grupa benzenowa. Wykazano, ze dla tych KSPC,
ktére przy azocie amoniowym posiadaty trzy grupy metylowe i
t+ancuch weglowodorowy biodegradacja rozpoczynata sie od

oksydacji +*ancucha weglowodorowego.

BIODEGRADATION OF CATIONIC SURFACE-ACTIVE AGENTS

Summary

Investigations were conducted to determine the effect of
tested CSAAs on the biodégradation of a readily oxidizable
substrate, the influence CSAA on biodégradation, a
presentation of acceptable degradation mechanism in
substances under examination.

Biodégradation was carried out in model installations
used for continuous bacterial culture of activated sludge in
four stages. In succession it was provided for feeding the
microorganisms with readily oxidizable substrate, adaptation

of microbes for the tested substances, CSAA batching in a

3
concentration of 20.0 mg/dm and conducting basic
biochemical and spectroscopic analyses. The last stage
anticipated the supply of microorganisms with tested

preparations under condition when they provided the single
carbon and nitrogen source, and making again the
spectroscopic analyses.

It has been found that the tested SCAAs belonged to spa-
ringly decomposable substances and slowed down the biodégra-
dation process of readily oxidizable substrate, and the bio-
dégradation mechanism was connected with the type of substi-
tutents at quaternary nitrogen atom.

IT has been proved that for those CSAAs in which

hydrocarbon chain and polymerized groups of ethylene oxide
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or multi ether chain and a benzene group occurred at
ammonia nitrogen, the biodégradation started with decomposi-
tion of cation. The oxidation of ammonia nitrogen, benzene
substituent and multi ether chain was carried into effect,
however, oxidation of hydrocarbon chains did not occur, when
the benzene group occurred at ammonia nitrogen. It has been
shown that biodégradation started with hydrocarbon chain
oxidation in those CSAAs which had three methyl groups and

hydrocarbon chain at the ammonia nitrogen.

BMOAErPAJALINA KATVOHHBIX MOBEPXHOCTHO-AKTVBHBLIX BELLECTB

Peszwome

MpoBeaeHbl MCCNefOBaHWA C LeNbld ONpefeneHns BAUAHUA UCHbITyeMblx K/IAB Ha 6uopge-
rpajauunio nerkookucnstroweroca cybcTparta, BAMAHWe CTykTypbl K/AB Ha 6uoperpajga-
UM, npefcrtaBneHnMe NPMeMaemMoro MexaHusama pAerpajauuMu UCNbITYeMblX BeLl,ecTs.

buopgerpagaynio nNpoBOAWNN B MO[JeNbHbIX YCTaHOBKax [ANA HeNpepbiBHOr0o BbipalinBaHus
MUKPOG6OB aKTbIBHOTO una B 4YeTblpe 3Tama. [locnepgoBaTenbHO npejycMaTtpuBanu nuta-
HWe MWKPOGOB ferkookucaswlwmMmes cybeTpatom, r:\p,anTal.l,vuo3 MUKPOGOB K UCABbITYEMbIM
Beuwiectsam, fosmposky KJ/AB KOHUeHTpaymneih 20,0 mr/gm M NpoBefeHWe OCHOBHbIX
GUOXMMUYECKNX W3MEepeHUd M CNeKTPOCKOMHbIX aHanuW3oB. [locnefgHuii 3atan npepgycma-
TpuBan nuTaHWe MWUKPO6GOB UCNBbITYeMbiIMW nNpenapatamMyu B YCNOBUSAX, Korja OHuU
ABNANUCbL E[WHCTBEHHbIM WUCTOYHUKOM Yyrnepojga W a3oTa, W MNOBTOPHOE nNpoOBefjeHuUE
CNeKTpoasbHblIX aHann30B.

BbisBneHo, 4TO wucnbiTyemble K/IAB npuHagnexar K TpyAaHopas3naraemblM BeljecTsam
N 3aMeAnsalOT npouecc 6uoperpajaymum  nerkookmcnfwouerocs cybcrpata, a MexaHWU3Mm
6uoperpagaynm cBs3aH C BWAOM 3aMecTuTeneid nNpuw 4eTBEPTUYHOM a3oTe.

Ooka3aHo, 4To pgans Tex KJ/IAB, B KOTOpPbIX C aMMOHMEBbIM a30TOM O6bina CcoefjUMHeHa
yrnesogopoAaHas LUenb W NONMMEPU30BAHHbIE TPYNNbl OKWCKU 3TUNEHA WAN MHOTO3XMPHas
uenb wn 6GeH3oNbHas rpynna, O6uojerpajauna HayuHanacb C Ppas3noXeHWs KaTUOHa.
OKucnancs amMMOHWeBbIA a30T, 6GEH30MbHbLIA 3aMecTUTeNb W MHOroeampHas LUeNb, He
nponcxoamna okKcupjauumsa YyrneBoAOpPOAHbIX Ueneid. [JokasaHo, u4To Ana Tex KI/AB, B
KOTOPbIX MNPU aMMOHWEBOM a30Te WMeWTUAs TPU METUbHbIe TPYynnbl W YrneBofOpPOAHAfRA

uenb, 6uoferpajauus HauymHanacb OKcupauueid yrnesofOpoOfHOMN Lenu.
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