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CZYNNYCH  

BIODEGRADATION OF ALCOHOL ETHOXYLATES BY SELECTED 
ADAPTED MICROORGANISMS FROM ACTIVATED SLUDGE  

Surfactants are commonly found surface water pollution. One of the main components of 
the stream of surfactants, which are directed to the water environment, are nonionic 
surfactants. Their main representative is ethoxylated alcohols. Current knowledge on 
biodegradation of ethoxylated alcohols does not provide information about the microor-
ganism, or group of microorganisms responsible for the biotransformation process. The 
present study was isolated from activated sludge bacteria with the ability to develop in 
conditions when a nonionic surfactant active is the sole source of organic carbon. The 
paths of biodegradation of ethoxylated alcohols were examined and metabolites formed 
during biodegradation were marked. As a typical alcohol ethoxylate surfactant C12E10 
was selected . C12E10 a multicomponent mixture containing homologous series of 
polidispersial ethoxylates  C12Ex series, and C16Ex C14Ex and poly(ethylene glycols) 
with domination of the series C12Ex.the analyses were carried out in conditions similar to 
oecd 301E test conditions. The solution containing the surfactant C12E10 as the sole 
source of organic carbon, which was inoculated with activated sludge, a strain of pseu-
domonas fluorescens was isolated and identified. The strain kept the biodegradability of 
alcohol ethoxylates. The progress of biodegradation was monitored tensammetric indirect 
technique combined with several patterns of separation of surfactant and its metabolites 
from the aqueous matrix, such as the sequential extraction of the liquid - liquid separation 
in a trap, and PTFE, and the use of combined techniques of liquid chromatography and 
mass spectrometry. Pseudomonas fluorescens strain effectively degraded  a series of 
polidispersial ethoxylates  C12Ex, C14Ex and C16Ex. 
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1. Wprowadzenie 

Surfaktanty s  powszechnie wyst puj cym zanieczyszczeniem wód powierzchnio-
wych. Jedn  z g ównych sk adowych strumienia zwi zków powierzchniowo czynnych 
kierowanych do rodowiska wodnego w formie rodków pior cych, czyszcz cych, 
emulgatorów, rodków pomocniczych itp. s  niejonowe surfaktanty [1-2]. Ze wzgl du 
na skal  produkcji ich g ównym przedstawicielem s  oksyetylenowane alkohole. Pod-
stawowym procesem decyduj cym o st eniu surfaktantów w wodach powierzchnio-
wych jest biodegradacja. Ogólny przebieg biotransformacji oksyetylenowanych alkoholi 
jest znany. Konsorcjum mikroorganizmów wyst puj ce w rodowisku wodnym lub  
w glebie powoduje centralne rozszczepienie prowadz ce do powstania poliglikoli 
etylenowych i alkoholu t uszczowego[1-3]. Aktualny stan wiedzy na temat biodegradacji 
oksyetylenowanych alkoholi nie podaje informacji na temat mikroorganizmu b d  te  
grupy mikroorganizmów odpowiedzialnych za ten proces. Dlatego podj to badania 
zmierzaj ce do wyizolowania z osadu czynnego bakterii posiadaj cych zdolno  rozwo-
ju w warunkach kiedy surfaktant jest wy cznym ród em w gla organicznego. Celem 
bada  by o wyizolowanie z osadu czynnego bakterii zdolnych do rozwoju w warunkach, 
kiedy oksyetylenowany alkohol jest jedynym ród em w gla organicznego, hodowla 
tych mikroorganizmów, zbadanie cie ki biodegradacji oksyetylenowanych alkoholi 
przez wyizolowany szczep bakterii oraz oznaczenie tworz cych si  metabolitów.  
Jako typowy oksyetylenowany alkohol wybrano surfaktant C12E10 nominalnie zawiera-
j cy a cuch dodecylowy oraz rednio dziesi  grup oksyetylenowych. Badania prze-
prowadzono w warunkach zbli onych do warunków testu OECD 301E [4] .  
Do identyfikacji wyizolowanych mikroorganizmów zastosowano testy API 20NE.  

Post p biodegradacji surfaktantu i jego metabolitów mo na kontrolowa  po redni  
technik  tensammetryczn  [5] po czon  z sekwencyjn  ekstrakcj  w uk adzie ciecz – 
ciecz i separacj  w pu apce PTFE oraz stosuj c techniki czonej chromatografii cieczo-
wej i spektrometrii mas. W prezentowanej pracy skupiono si  wy cznie na omówieniu 
wyników bada  stopnia biodegradacji wykonanych metod  tensammetryczn . 

2. Cz  do wiadczalna 

2.1. Wst pne badania biodegradacji  

2.1.1. Stabilizacja osadu w warunkach dynamicznych 

 
Pocz tkowo test prowadzono w warunkach dynamicznych z osadem czynnym jako 

inoculum. Osad pobrano z oczyszczalni cieków w Szamotu ach  i poddano go 18-to 
dniowemu oczyszczaniu w zmodyfikowanym aparacie przep ywowym Husmanna   [6-8] 
zachowuj cym  warunki OECD Confirmatory Test (rys.1) w celu ca kowitej degradacji 
surfaktantów mog cych pochodzi  z oczyszczalni.  
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A – zbiornik z po ywk , (zbiornik magazynowy) 
B – komora denitryfikacyjna, 
C – komora nitryfikacyjna, (komora napowietrzania) 
D – odstojnik, 
E – zbiornik oczyszczonych cieków,  
F – pompa perystaltyczna do zawracania osadu czynnego 
 
 

 

Rys. 1.    Schemat blokowy aparatury do wykonywania testu dynamicznego 

Fig. 1.  Diagram of apparatus for performing the dynamic test. 

 
Aparat wykonany zosta  w Zak adzie Chemii Nieorganicznej Politechniki Pozna -

skiej i sk ada si  z dwóch niezale nych uk adów, w których jednocze nie  prowadzono 
proces oczyszczania osadu czynnego. Uk ad zasilany by  syntetyczn  po ywk  mineral-
n  (po ywka wg. Schröbela, po ywka syntetyczna zasilaj ca  bioreaktor w procesie 
biodegradacji w warunkach dynamicznych: 10mg peptonu, 80mg ekstraktu mi sa, 15mg 
mocznika, 3,5mg NaCl, 2mg CaCl2 •2H2O, 1mg MgSO4•7 H2O, 14mg K2HPO4, 98mg 
NaHCO3 w 1l po ywki).  

Przez ca y okres eksperymentu codziennie kontrolowano temperatur  po ywki i osa-
du, pH osadu i odcieku, zawarto  tlenu w obu komorach oraz szybko  przep ywu 
po ywki i osadu. W trakcie procesu samooczyszczania si  osadu dokonano równie  
oznaczenia biochemicznego zapotrzebowania tlenu (BZTn), oznaczenia dehydrogenaz  i 
chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT) oraz dokonywano systematycznego spraw-
dzania indeksu osadu. Celem tej fazy testu by a stabilizacja osadu czynnego. 

2.1.2. Badanie biodegradacji w warunkach statycznych 

Zastosowany w badaniach surfaktant C12E10 jest typowym polidyspersyjnym 
zwi zkiem powierzchniowo czynnym z grupy oksyetylenowanych alkoholi – najcz ciej 
stosowanym w ród niejonowych surfaktantów. Cz  hydrofobowa tego zwi zku stano-
wi a cuch dodecylowy, a cz  hydrofilow  rednio 10 grup oksyetylenowych.  
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Po okresie oczyszczenia w te cie dynamicznym, z komory napowietrzania pobrano 
osad w celu przygotowania próbek do eksperymentu w warunkach statycznych. Do 
ka dej szklanej butelki dodano testowanego surfaktantu - C12E10 tak, aby jego  st enie 
wynosi o 10mg/l, nast pnie osadu czynnego w takiej ilo ci aby jego st enie wynosi o 
0,2 g/l (28,7 ml - uk ad I lub 25,8 ml - uk ad II osadu czynnego), a w ko cowym etapie 
uzupe niono po ywk  mineraln  do 200 ml. 

Butelki przykryto gaz  umo liwiaj c swobodny dop yw powietrza i owini to foli  
aluminiow  eby chroni  przed dost pem wiat a. Tak przygotowane butelki umieszczo-
no na wytrz sarce. Próbki codziennie przez godzin  wytrz sano w celu lepszego napo-
wietrzenia. Podczas trwania testu codziennie pobierano jedn  próbk  i poddawano 
konserwacji dodaj c 5 ml formaliny. Pomiar st enia surfaktantu C12E10 przeprowa-
dzono za pomoc  po redniej metody tensammetrycznej ITM (rys.2).  

 

 
 

Rys. 2.   Schemat procedury po redniej metody tensammetrycznej ITM [4]. 

Fig. 2.  Scheme of the indirect tensammetric method ITM [4] 

 
W próbkach z wybranych dni trwania testu oznaczono st enie surfaktantu. Testy 

statyczne prowadzone by y przez okres 30 dni. Na rysunku 3 przedstawiono oznaczone 
warto ci st e  surfaktantu C12E10.  
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Rys.3.  St enie surfaktantu w czasie trwania testu statycznego. 

Fig. 3.  The concentration of surfactant during the static test. 

 
W dniu, w którym zaobserwowano gwa towny spadek st enia surfaktantu (13–14 
dzie ) rozpocz to posiewy mikrobiologiczne, maj ce na celu wyizolowanie szczepu 
bakterii powoduj cych rozk ad surfaktantu. 

2.1.3. Izolacja i identyfikacja mikroorganizmów 

Kolejnym etapem bada  by a próba hodowli i wyizolowania szczepów bakteryjnych 
oraz ich charakterystyka. 

Z wybranych dni testu (13–14 dzie ) dokonano posiewów na p ytki Petriego metod  
10–krotnych rozcie cze , w dwóch powtórzeniach. Izolacj  prowadzono dwoma techni-
kami: zalewow  i powierzchniow . W metodzie zalewowej 1 ml rozcie czenia zalewano 
roztworem wzbogaconego agaru, natomiast w metodzie powierzchniowej na zastyg y 
agar wprowadzano 0,1ml rozcie czenia i rozprowadzano go g aszczk . Bakterie inku-
bowano  w 37oC przez 24 godziny. W obu metodach otrzymano dwa  szczepy bakterii z 
tym, e w metodzie zalewowej nie otrzymali my na adnej p ytce czystych szczepów, co 
uda o uzyska  si  w nowatorskiej metodzie powierzchniowej. Czyste szczepy prze-
szczepiono na skosy i inkubowano przez kolejne 24 godziny w 37oC po tym czasie ze 
szczepów tych utworzono preparaty barwione metod  Gramma. Obserwacje preparatów 
pod mikroskopem potwierdzi y, otrzymanie dwóch czystych szczepów bakterii na 
których wykonano biodegradacyjne testy statyczne. 

Wyizolowano i zidentyfikowano nast puj ce szczepy bakterii: Pseudomonas fluore-
scens, Brevundimonas vesicularis. Do dalszych bada  wykorzystano bakterie szczepu 
Pseudomonas fluorescens. 
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2.2. Biodegradacja surfaktantu  C12E10  przez bakterie  
Pseudomonas fluorescens w warunkach  gdy surfaktant jest 
jedynym ród em w gla organicznego 

Przeprowadzono trzy serie testów biodegradacyjnych w celu okre lenia zdolno ci biode-
gradacyjnej  wyizolowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wzgl dem surfaktantu 
C12E10. Sposób przeprowadzenia testu by  zgodny z procedur  stosowana przy wykonywa-
niu testów statycznych. 

We wszystkich seriach testów jako zaszczepk  stosowano bakterie hodowane na po yw-
ce wg. Schröbela, zawieraj cej ma y dodatek surfaktantu C12E10 (1mg/l), dodawano po-
ywk  równie  mineraln  o sk adzie: 1,7mg KH2PO4, 4,3mg K2HPO4, 6,7mg Na2HPO4  

2H2O, 4mg NH4Cl, 4,5mg MgSO4 • 7H2O, 5,5mg CaCl2, 0,05mg FeCl3 • 6H2O, 8g 
MnSO4 • H2O, 11,5g H3BO3, 8,5g ZnSO4 • 7H2O, 7g (NH4)6Mo7O24  w 200ml próbki. 
Do ka dej kolby testowej wprowadzono surfaktant C12E10 o st eniu 10mg/l. Pierwsze 
dwie serie eksperymentów obejmowa y okres 1–27 lub 29 dni. W pierwszej serii stosowano 
2ml zaszczepki, a w drugiej 20 ml zaszczepki. 

W odpowiednim dniu testu kolejne próbki wyjmowano z zestawu, konserwowano 5ml 
formaliny i poddawano oznaczaniu surfaktantu. 

Oznaczanie poleg o na przepuszczaniu alikwoty próbki przez pu apk  PTFE, wymyciu 
zaadsorbowanego surfaktantu C12E10 octanem etylu oraz wykonaniu oznaczenia technik  
po redniego pomiaru tensammetrycznego. Otrzymane wyniki naniesiono na rysunek 4. 
 

 

Rys. 4.  Zmiana  st enia surfaktanu C12E10 biodegradowanego przez bakterie  
P. fluorescens; a) 2 ml zaszczepki bakteryjnej, b) 20 ml zaszczepki bakteryjnej. 

Fig. 4.  Changing the concentration of surfactant C12E10 removed by the bacteria 
Pseudomonas fluorescens, a) 2 mL of expanded bacteria, b) 20 mL of expanded 
bacteria. 

 
W celu prze ledzenia biodegradacji surfaktantu C12E10 w pierwszych dniach testu, 
przeprowadzono dodatkowy trzeci test. By  on wykonany identycznie, jak poprzedni  
w przypadku zaszczepki o obj to ci 2ml. Obejmowa  on pierwsze 73 godziny testu.  
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Na rysunku 4 umieszczono dodatkowo warto ci uzyskane z kolejnej serii eksperymentu 
obejmuj cej pierwsze trzy dni testu. Wyniki te wskazuj  na bardzo szybk  biodegradacj  
pierwotn  surfaktantu C12E10 ju  w pocz tkowej fazie testu. Jednocze nie biodegradacja 
surfaktantu C12E10 zachodzi szybciej przy wi kszej dawce zaszczepki. Jednak ostateczny 
stopie  biodegradacji uzyskany z zaszczepk  zadozowan  w ilo ci 2ml jest znacznie wi kszy 
ni  ostateczny stopie  biodegradacji dla testu z zadozowan  ilo ci  zaszczepki 20ml. 

2.3. Biodegradacji surfaktantu C12E10 przez bakterie Pseudomonas 
fluorescens w obecno ci po ywki organicznej 

Biodegradacja testowanego surfaktantu C12E10  w obecno ci po ywki organicznej jest 
bardziej reprezentatywna dla warunków panuj cych w oczyszczalniach cieków lub                  
w wodach powierzchniowych, ni  pod nieobecno  po ywki organicznej, kiedy to testowany 
zwi zek  jest jedynym ród em  w gla organicznego. 

Jako po ywk  organiczn  wybrano zestaw syntetycznych cieków stosowanych w 
dynamicznych testach biodegradacyjnych, zawieraj cy bulion wo owy, pepton i mocznik. 
Przeprowadzono kolejn  seri  eksperymentów wprowadzaj c do testowanych kolbek po ywk  
mineraln , 30% po ywki organicznej odpowiadaj cej  syntetycznym ciekom stosowanym w 
testach dynamicznych wg. Schröbela, testowany surfaktant    C12E10 oraz 1%  zaszczepki 
Pseudomonas fluorescens namno onej w obecno ci niewielkiego st enia surfaktantu C12E10. 
Równolegle prowadzono test  kontrolny  bez udzia u surfaktantu. 

St enie surfaktantu C12E10 oznaczono równie  technik  po redniego pomiaru 
tensammetrycznego  po uprzednim wydzieleniu w pu apce PTFE. Wyniki przedstawiono 
na rysunkach 6,7,8. 
 

 

Rys. 6.  Zmiana st enia niejonowych surfaktantów w czasie trwania testu biodegradacyjnego; 
sk ad roztworu: 30% po ywki wg. Schröbela, 10mg/l C12E10, 2ml zaszczepki  
P. fluorescens (zaszczepka namna ana na po ywce wg Schröbela z dodatkiem  
C12E10-1mg/l) 

Fig. 6.  Changing the concentration of nonionic surfactants during the test, the composition of the 
solution: 30% of the medium by Schröbel, 10mg/ L   C12E10, 2 mL of Pseudomonas 
fluorescens (propagated in a medium with the addition of surfactant C12E10-1mg/L) 
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Rys. 7.  Zmiana st enia niejonowych surfaktantów w czasie trwania testu biodegradacyj-
nego; sk ad roztworu: 30% po ywki wg. Schröbela, 2ml zaszczepki Pseudomonas 
fluorescens (zaszczepka namna ana na po ywce wg Schröbela z dodatkiem 
C12E10-1mg/l 

Fig. 7.  Changing the concentration of nonionic surfactants during the test, the composition 
of the solution: 30% of the medium by Schröbel, 2 ml of Pseudomonas fluorescens 
(propagated in a medium with the addition of surfactant C12E10-1mg /L) 

 
Otrzymane wyniki s  zaskakuj ce. W te cie kontrolnym prowadzonym pod 

nieobecno  surfaktantu C12E10 w pocz tkowej fazie testu pojawia si  bardzo wysoki 
sygna  wiadcz cy o obecno ci surfaktantu. Ostre maksimum pojawia si  w szóstej 
godzinie testu  a jego wysoko  odpowiada 3.5 krotnej  dawce testowanego surfaktantu 
C12E10 . Równie zaskakuj ce s  wyniki  otrzymane w g ównym te cie, przedstawione 
na rys. 7. Przez ca y okres trwania testu  wyznaczone st enie surfaktantu C12E10 
mie ci si  znacznie powy ej wprowadzonego st enia (10 mg/l). Godny odnotowania 
jest ostry spadek mierzonego st enia surfaktantu  w pocz tkowej fazie testu. 
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Rys. 8.  Liczba kolonii bakterii w czasie trwania testów; a) sk ad roztworu: 30% po ywki  
wg Schröbela, 2ml zaszczepki P. fluorescens (zaszczepka namna ana na po ywce 
wg Schröbela z dodatkiem C12E10-1mg/l), b) sk ad roztworu: 30% po ywki  
wg Schröbela, 10mg/l C12E10, 2ml zaszczepki P. fluorescens (zaszczepka nam-
na ana na po ywce wg Schröbela z dodatkiem C12E10-1mg/l) 

Fig. 8.  The number of bacterial colonies during the tests; a) the composition of the 
solution: 30% of the medium by Schröbel, 2mL expanded bacteria of the genus 
Pseudomonas fluorescens (graft propagated in culture medium by Schröbela with 
C12E10-1mg/L), b) the composition of the solution: 30% of medium by Schröbela, 
10mg/L C12E10, 2 mL of bacteria P. fluorescens (graft propagated in culture 
medium by Schröbela with C12E10-1mg/L) 

 
Obserwacja liczby kolonii bakterii uzupe nia spostrze enia  pozyskiwane na 

podstawie pomiarów tensammetrycznych (rys. 8). Pod nieobecno  surfaktantu w 
testowanych próbkach obserwuje si  szybki wzrost kolonii bakterii w pocz tkowych 10 
godzinach testu. W przedziale od 10 do 73 godzin testu  liczba kolonii bakterii nie 
wykazuje gwa townych zmian. 

W obecno ci testowanego surfaktantu C12E10 w pocz tkowej fazie testu obserwuje 
si  gwa towny wzrost liczby kolonii bakterii a nast pnie równie gwa towny jej spadek. 
Tworzy  si  maksimum odpowiadaj ce czwartej  godzinie testu. Mi dzy 10 a 20 godzin  
testu liczba kolonii bakterii ro nie a od 20 godziny testu  mo na zaobserwowa  lekk  
tendencj  spadkow . 

Warto zauwa y , e liczba kolonii bakterii w te cie prowadzonym w obecno ci surfaktantu 
C12E10 jest wyra nie ni sza ni  w przypadku bada  prowadzonych bez dodatku ZPC. 
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Obserwowane nieoczekiwane efekty mo na obja ni  tworzeniem biosurfaktantu  
przez bakterie  Pseudomonas  fluorescens. Tworz cy si  biosurfaktant  zachowuje si  
podobnie jak testowany surfaktant C12E10 tzn. ulega adsorbcji  w pu apce PTFE oraz 
daje sygna  w technice po redniego pomiaru tensammetrycznego.  W tych warunkach 
nie mo na dokona  obserwacji zmian st enia testowanego surfaktantu C12E10 . 
Dlatego te  równolegle prowadzono badania biodegradacji z wykorzystaniem techniki 
chromatografii cieczowej po czonej ze spektrometri  masow . 

Badania wykonano w odniesieniu do dwóch testów biodegradacyjnych wykonanych  
w warunkach, w których surfaktant C12E10 by  wy cznym ród em w gla organicznego. 
W pierwszym te cie (test 1) stosowano 2ml zaszczepki bakteryjnej Pseudomonas 
fluorescens, a bakterie by y namna ane na po ywce wg. Schröbela bez kontaktu z C12E10. 
W drugim te cie (test 2) stosowano 20ml zaszczepki, która by a namna ana  w warunkach 
kontaktu z C12E10. Ekstrakty chloroformowe z 1, 5,9,15 i 25 dnia obu testów by y 
wprowadzane do aparatu LC-MS. Chromatogramy rozwijano w warunkach gradientu 
30:70% 5mM wodnego roztworu octanu amonu i metanolu. Detekcji dokonywano  
w warunkach wzbudzania przez elektrorozproszenie oraz w trybie Q1. 

3. Podsumowanie 

Testowany surfaktant C12E10 to wielosk adnikowa mieszanina zawieraj c  homolo-
giczne szeregi polidyspersyjnych etoksylatów serii C12Ex, C14Ex oraz C16Ex, a tak e 
poli(glikoli etylenowych). Dominuj c  jest seria C12Ex. Etoksylaty s  biodegradowane 
przez bakterie Pseudomonas fluorescens co potwierdzono w przeprowadzonym te cie. 

Analizuj c uzyskane wyniki mo na stwierdzi , e we wszystkich przypadkach pro-
ces biodegradacji jest praktycznie zako czony w ci gu 10 dni, a szybko  biodegradacji 
mo na uszeregowa  w nast puj cy sposób: C16Ex > C14Ex > C12Ex. Badania chroma-
tograficzne pozwalaj  na pe n  interpretacj  analizy tensammetrycznej. 
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