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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 sg powszechnie wystgpujacym zanieczyszczeniem wod powierzchnio-
wych. Jedng z glownych sktadowych strumienia zwigzkéw powierzchniowo czynnych
kierowanych do srodowiska wodnego w formie $rodkow pioracych, czyszczacych,
emulgatorow, $rodkéw pomocniczych itp. sa niejonowe surfaktanty [1-2]. Ze wzgledu
na skal¢ produkcji ich gtownym przedstawicielem sa oksyetylenowane alkohole. Pod-
stawowym procesem decydujacym o stezeniu surfaktantow w wodach powierzchnio-
wych jest biodegradacja. Ogdlny przebieg biotransformacji oksyetylenowanych alkoholi
jest znany. Konsorcjum mikroorganizméw wystepujace w $rodowisku wodnym lub
w glebie powoduje centralne rozszczepienie prowadzace do powstania poliglikoli
etylenowych i alkoholu thuszczowego[1-3]. Aktualny stan wiedzy na temat biodegradacji
oksyetylenowanych alkoholi nie podaje informacji na temat mikroorganizmu badz tez
grupy mikroorganizméw odpowiedzialnych za ten proces. Dlatego podjeto badania
zmierzajace do wyizolowania z osadu czynnego bakterii posiadajacych zdolnos¢ rozwo-
ju w warunkach kiedy surfaktant jest wylacznym zrodlem wegla organicznego. Celem
badan byto wyizolowanie z osadu czynnego bakterii zdolnych do rozwoju w warunkach,
kiedy oksyetylenowany alkohol jest jedynym zréodtem wegla organicznego, hodowla
tych mikroorganizmow, zbadanie $ciezki biodegradacji oksyetylenowanych alkoholi
przez wyizolowany szczep bakterii oraz oznaczenie tworzacych si¢ metabolitow.

Jako typowy oksyetylenowany alkohol wybrano surfaktant C12E10 nominalnie zawiera-
jacy tancuch dodecylowy oraz $rednio dziesi¢¢ grup oksyetylenowych. Badania prze-
prowadzono w warunkach zblizonych do warunkow testu OECD 301E [4] .

Do identyfikacji wyizolowanych mikroorganizméw zastosowano testy API 20NE.

Postep biodegradacji surfaktantu i jego metabolitdow mozna kontrolowaé posrednia
technika tensammetryczng [5] polaczona z sekwencyjng ekstrakcja w uktadzie ciecz —
ciecz i separacja w pulapce PTFE oraz stosujac techniki taczonej chromatografii cieczo-
wej 1 spektrometrii mas. W prezentowanej pracy skupiono si¢ wylacznie na omowieniu
wynikoéw badan stopnia biodegradacji wykonanych metoda tensammetryczna.

2. Czesc¢ doswiadczalna

2.1. Wstepne badania biodegradacji

2.1.1. Stabilizacja osadu w warunkach dynamicznych

Poczatkowo test prowadzono w warunkach dynamicznych z osadem czynnym jako
inoculum. Osad pobrano z oczyszczalni $ciekow w Szamotutach i poddano go 18-to
dniowemu oczyszczaniu w zmodyfikowanym aparacie przeplywowym Husmanna [6-8]
zachowujacym warunki OECD Confirmatory Test (rys.1) w celu catkowitej degradacji
surfaktantow mogacych pochodzi¢ z oczyszczalni.
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Rys. 1. Schemat blokowy aparatury do wykonywania testu dynamicznego
Fig. 1. Diagram of apparatus for performing the dynamic test.

Aparat wykonany zostal w Zaktadzie Chemii Nieorganicznej Politechniki Poznan-
skiej i sktada si¢ z dwoch niezaleznych uktadow, w ktdrych jednoczesnie prowadzono
proces oczyszczania osadu czynnego. Ukltad zasilany byt syntetyczng pozywka mineral-
ng (pozywka wg. Schrobela, pozywka syntetyczna zasilajaca bioreaktor w procesie
biodegradacji w warunkach dynamicznych: 10mg peptonu, 80mg ekstraktu migsa, 15mg
mocznika, 3,5mg NaCl, 2mg CaCl2 «2H20, 1mg MgS04+7 H20, 14mg K2HPO4, 98mg
NaHCO3 w 11 pozywki).

Przez caty okres eksperymentu codziennie kontrolowano temperature pozywki i osa-
du, pH osadu i odcieku, zawarto$¢ tlenu w obu komorach oraz szybkos¢ przeptywu
pozywki i osadu. W trakcie procesu samooczyszczania si¢ osadu dokonano rowniez
oznaczenia biochemicznego zapotrzebowania tlenu (BZTn), oznaczenia dehydrogenaz i
chemicznego zapotrzebowania tlenu (ChZT) oraz dokonywano systematycznego spraw-
dzania indeksu osadu. Celem tej fazy testu byta stabilizacja osadu czynnego.

2.1.2. Badanie biodegradacji w warunkach statycznych

Zastosowany w badaniach surfaktant CI12E10 jest typowym polidyspersyjnym
zwigzkiem powierzchniowo czynnym z grupy oksyetylenowanych alkoholi — najczesciej
stosowanym wsrod niejonowych surfaktantow. Czgs¢ hydrofobowa tego zwigzku stano-
wi tancuch dodecylowy, a czes¢ hydrofilowa srednio 10 grup oksyetylenowych.
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Po okresie oczyszczenia w tescie dynamicznym, z komory napowietrzania pobrano
osad w celu przygotowania probek do eksperymentu w warunkach statycznych. Do
kazdej szklanej butelki dodano testowanego surfaktantu - C12E10 tak, aby jego stgzenie
wynosito 10mg/l, nastgpnie osadu czynnego w takiej ilosci aby jego st¢zenie wynosito
0,2 g/1 (28,7 ml - uktad I lub 25,8 ml - uktad II osadu czynnego), a w koncowym etapie
uzupetniono pozywka mineralng do 200 ml.

Butelki przykryto gaza umozliwiajac swobodny doptyw powietrza i owini¢to folig
aluminiowa zeby chroni¢ przed dostepem $wiatta. Tak przygotowane butelki umieszczo-
no na wytrzasarce. Probki codziennie przez godzing wytrzasano w celu lepszego napo-
wietrzenia. Podczas trwania testu codziennie pobierano jedng probke i poddawano
konserwacji dodajac 5 ml formaliny. Pomiar stezenia surfaktantu C12E10 przeprowa-
dzono za pomocg posredniej metody tensammetrycznej ITM (rys.2).

PRZEPUSZCZENIE PROBKI PRZEZ KAPILARE z PTFE

7

WYMYCIE OCTANEM ETYLU

2V

WPROWADZENIE DO ELEKTROLITU PODSTWOWEGO
(0,5 M Na,SO,)

WV

ZATEZANIE NA KROPLI RTECI

7

POSREDNI POMIAR TENSAMMETRYCZNY

Rys. 2. Schemat procedury posredniej metody tensammetrycznej ITM [4].

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

W probkach z wybranych dni trwania testu oznaczono st¢zenie surfaktantu. Testy
statyczne prowadzone byly przez okres 30 dni. Na rysunku 3 przedstawiono oznaczone
warto$ci stezen surfaktantu C12E10.
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Rys.3. SteZenie surfaktantu w czasie trwania testu statycznego.
Fig. 3. The concentration of surfactant during the static test.

W dniu, w ktérym zaobserwowano gwaltowny spadek stezenia surfaktantu (13-14
dzien) rozpoczeto posiewy mikrobiologiczne, majgce na celu wyizolowanie szczepu
bakterii powodujacych rozktad surfaktantu.

2.1.3. Izolacja i identyfikacja mikroorganizméw

Kolejnym etapem badan byta proba hodowli i wyizolowania szczepdéw bakteryjnych
oraz ich charakterystyka.

Z wybranych dni testu (13—14 dzien) dokonano posiewoéw na plytki Petriego metoda
10—krotnych rozcienczen, w dwoch powtdrzeniach. Izolacj¢ prowadzono dwoma techni-
kami: zalewowa 1 powierzchniowa. W metodzie zalewowej 1 ml rozcienczenia zalewano
roztworem wzbogaconego agaru, natomiast w metodzie powierzchniowej na zastygly
agar wprowadzano 0,1ml rozcienczenia i rozprowadzano go glaszczka. Bakterie inku-
bowano w 37°C przez 24 godziny. W obu metodach otrzymano dwa szczepy bakterii z
tym, ze w metodzie zalewowej nie otrzymali$my na zadnej plytce czystych szczepdéw, co
udato uzyskaé si¢ w nowatorskiej metodzie powierzchniowej. Czyste szczepy prze-
szczepiono na skosy i inkubowano przez kolejne 24 godziny w 37°C po tym czasie ze
szczepdw tych utworzono preparaty barwione metodg Gramma. Obserwacje preparatow
pod mikroskopem potwierdzity, otrzymanie dwoch czystych szczepéw bakterii na
ktérych wykonano biodegradacyjne testy statyczne.

Wyizolowano i zidentyfikowano nastgpujace szczepy bakterii: Pseudomonas fluore-
scens, Brevundimonas vesicularis. Do dalszych badan wykorzystano bakterie szczepu
Pseudomonas fluorescens.
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2.2. Biodegradacja surfaktantu C12E10 przez bakterie
Pseudomonas fluorescens w warunkach gdy surfaktant jest
jedynym zrédtem wegla organicznego

Przeprowadzono trzy serie testow biodegradacyjnych w celu okreslenia zdolnosci biode-
gradacyjnej wyizolowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wzgledem surfaktantu
CI12E10. Sposob przeprowadzenia testu byt zgodny z procedurg stosowana przy wykonywa-
niu testow statycznych.

We wszystkich seriach testow jako zaszczepke stosowano bakterie hodowane na pozyw-
ce wg. Schrobela, zawierajacej maly dodatek surfaktantu C12E10 (1mg/l), dodawano po-
zywke rowniez mineralng o skladzie: 1,7mg KH2PO4, 4,3mg K2HPO4, 6,7mg Na2HPO4
2H20, 4mg NH4CI, 4,5mg MgS04 « 7H20, 5,5mg CaCl2, 0,05mg FeCl3 « 6H20, 8g
MnSO4 « H20, 11,5g H3BO3, 8,5g ZnSO4 * 7TH20, 7g (NH4)6M07024 w 200ml probki.
Do kazdej kolby testowej wprowadzono surfaktant C12E10 o stezeniu 10mg/l. Pierwsze
dwie serie eksperymentow obejmowaty okres 1-27 lub 29 dni. W pierwszej serii stosowano
2ml zaszczepki, a w drugiej 20 ml zaszczepki.

W odpowiednim dniu testu kolejne probki wyjmowano z zestawu, konserwowano Sml
formaliny 1 poddawano oznaczaniu surfaktantu.

Oznaczanie poleglo na przepuszczaniu alikwoty probki przez putapke PTFE, wymyciu
zaadsorbowanego surfaktantu C12E10 octanem etylu oraz wykonaniu oznaczenia technika
posredniego pomiaru tensammetrycznego. Otrzymane wyniki naniesiono na rysunek 4.

B
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Rys. 4. Zmiana stezenia 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 przesledzenia biodegradacji surfaktantu C12E10 w pierwszych dniach testu,
przeprowadzono dodatkowy trzeci test. Byl on wykonany identycznie, jak poprzedni
w przypadku zaszczepki o objetosci 2ml. Obejmowat on pierwsze 73 godziny testu.
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Na rysunku 4 umieszczono dodatkowo wartosci uzyskane z kolejnej serii eksperymentu
obejmujacej pierwsze trzy dni testu. Wyniki te wskazujg na bardzo szybka biodegradacje
pierwotng surfaktantu C12E10 juz w poczatkowe] fazie testu. Jednoczesnie biodegradacja
surfaktantu C12E10 zachodzi szybciej przy wigkszej dawce zaszczepki. Jednak ostateczny
stopien biodegradacji uzyskany z zaszczepka zadozowang w ilosci 2ml jest znacznie wigkszy
niz ostateczny stopien biodegradacji dla testu z zadozowang ilo$cia zaszczepki 20ml.

2.3. Biodegradacji surfaktantu C12E10 przez bakterie Pseudomonas
fluorescens w obecnosci pozywki organicznej

Biodegradacja testowanego surfaktantu C12E10 w obecnosci pozywki organicznej jest
bardziej reprezentatywna dla warunkow panujacych w oczyszczalniach Sciekéw lub
w wodach powierzchniowych, niz pod nicobecno$¢ pozywki organicznej, kiedy to testowany
zwigzek jest jedynym zrodlem wegla organicznego.

Jako pozywke organiczng wybrano zestaw syntetycznych $ciekow stosowanych w
dynamicznych testach biodegradacyjnych, zawierajacy bulion wolowy, pepton i mocznik.
Przeprowadzono kolejng seri¢ eksperymentéw wprowadzajac do testowanych kolbek pozywke
mineralng, 30% pozywki organicznej odpowiadajacej syntetycznym $ciekom stosowanym w
testach dynamicznych wg. Schrobela, testowany surfaktant  CI2E10 oraz 1% zaszczepki
Pseudomonas fluorescens namnozonej w obecnosci niewielkiego stezenia surfaktantu C12E10.
Réwnolegle prowadzono test kontrolny bez udziatu surfaktantu.

Stezenie surfaktantu C12E10 oznaczono réwniez technika posredniego pomiaru
tensammetrycznego po uprzednim wydzieleniu w putapce PTFE. Wyniki przedstawiono
na rysunkach 6,7,8.
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Rys. 6. Zmiana steZenia niejonowych surfaktantéow w czasie trwania testu biodegradacyjnego;
sktad roztworu: 30% pozywki wg. Schrébela, 10mg/l C12E10, 2ml zaszczepki
P. fluorescens (zaszczepka namnazana na pozywce wg Schrobela 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 Schrébel, 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 stezenia nigjonowych surfaktantéw w czasie trwania testu biodegradacy;-
nego; sktad roztworu: 30% pozywki wg. Schrébela, 2ml zaszczepki Pseudomonas
fluorescens (zaszczepka namnazana na pozywce wg Schrbébela 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 Schrébel, 2 ml of Pseudomonas fluorescens
(propagated in a medium with the addition of surfactant C12E10-1mg /L)

Otrzymane wyniki sa zaskakujagce. W tescie kontrolnym prowadzonym pod
nieobecnos¢ surfaktantu C12E10 w poczatkowej fazie testu pojawia si¢ bardzo wysoki
sygnal $wiadczacy o obecnosci surfaktantu. Ostre maksimum pojawia si¢ w szdstej
godzinie testu a jego wysokos¢ odpowiada 3.5 krotnej dawce testowanego surfaktantu
CI12E10 . Rownie zaskakujace sg wyniki otrzymane w gtéwnym tescie, przedstawione
na rys. 7. Przez caly okres trwania testu wyznaczone stgzenie surfaktantu C12E10
miesci si¢ znacznie powyzej wprowadzonego stezenia (10 mg/l). Godny odnotowania
jest ostry spadek mierzonego st¢zenia surfaktantu w poczatkowej fazie testu.
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Rys. 8. Liczba kolonii bakterii w czasie trwania testow; a) sktad roztworu: 30% pozywki
wg Schrébela, 2ml zaszczepki P. fluorescens (zaszczepka namnazana na pozywce
wg Schrébela z dodatkiem C12E10-1mg/l), b) skiad roztworu: 30% pozywki
wg Schrébela, 10mg/l C12E10, 2ml zaszczepki P. fluorescens (zaszczepka nam-
nazana na pozywce wg Schrébela 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 Schrébel, 2mL expanded bacteria of the genus
Pseudomonas fluorescens (graft propagated in culture medium by Schrébela with
C12E10-1mg/L), b) the composition of the solution: 30% of medium by Schrébela,
10mg/L C12E10, 2 mL of bacteria P. fluorescens (graft propagated in culture
medium by Schrébela with C12E10-1mg/L)

Obserwacja liczby kolonii bakterii uzupelnia spostrzezenia  pozyskiwane na
podstawie pomiaréw tensammetrycznych (rys. 8). Pod nieobecnos¢ surfaktantu w
testowanych probkach obserwuje si¢ szybki wzrost kolonii bakterii w poczatkowych 10
godzinach testu. W przedziale od 10 do 73 godzin testu liczba kolonii bakterii nie
wykazuje gwaltownych zmian.

W obecnosci testowanego surfaktantu C12E10 w poczatkowej fazie testu obserwuje
si¢ gwaltowny wzrost liczby kolonii bakterii a nast¢gpnie rdwnie gwattowny jej spadek.
Tworzy si¢ maksimum odpowiadajgce czwartej godzinie testu. Migdzy 10 a 20 godzing
testu liczba kolonii bakterii ro$nie a od 20 godziny testu mozna zaobserwowaé lekka
tendencje spadkows.

Warto zauwazy¢, ze liczba kolonii bakterii w tescie prowadzonym w obecnosci surfaktantu
CI12E10 jest wyraznie nizsza niz w przypadku badan prowadzonych bez dodatku ZPC.
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Obserwowane nieoczekiwane efekty mozna objasni¢ tworzeniem biosurfaktantu
przez bakterie Pseudomonas fluorescens. Tworzacy si¢ biosurfaktant zachowuje si¢
podobnie jak testowany surfaktant C12E10 tzn. ulega adsorbcji w putapce PTFE oraz
daje sygnat w technice posredniego pomiaru tensammetrycznego. W tych warunkach
nie mozna dokona¢ obserwacji zmian st¢zenia testowanego surfaktantu C12E10 .
Dlatego tez réwnolegle prowadzono badania biodegradacji z wykorzystaniem techniki
chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometria masowa.

Badania wykonano w odniesieniu do dwoch testow biodegradacyjnych wykonanych
w warunkach, w ktorych surfaktant C12E10 byt wytacznym zrodtem wegla organicznego.
W pierwszym tescie (test 1) stosowano 2ml zaszczepki bakteryjnej Pseudomonas
Sfluorescens, a bakterie byly namnazane na pozywce wg. Schrobela bez kontaktu z C12E10.
W drugim tescie (test 2) stosowano 20ml zaszczepki, ktora byta namnazana w warunkach
kontaktu z C12E10. Ekstrakty chloroformowe z 1, 5,9,15 i 25 dnia obu testow byly
wprowadzane do aparatu LC-MS. Chromatogramy rozwijano w warunkach gradientu
30:70% SmM wodnego roztworu octanu amonu i metanolu. Detekcji dokonywano
w warunkach wzbudzania przez elektrorozproszenie oraz w trybie Q1.

3. Podsumowanie

Testowany surfaktant C12E10 to wielosktadnikowa mieszanina zawierajacg homolo-
giczne szeregi polidyspersyjnych etoksylatow serii C12Ex, C14Ex oraz C16Ex, a takze
poli(glikoli etylenowych). Dominujaca jest seria C12Ex. Etoksylaty sa biodegradowane
przez bakterie Pseudomonas fluorescens co potwierdzono w przeprowadzonym tescie.

Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze we wszystkich przypadkach pro-
ces biodegradacji jest praktycznie zakonczony w ciagu 10 dni, a szybko$¢ biodegradacji
mozna uszeregowac w nastepujacy sposob: C16Ex > C14Ex > C12Ex. Badania chroma-
tograficzne pozwalaja na pelng interpretacje analizy tensammetryczne;.
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