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MECHANIZM PRZEMIAN CHEMICZNYCH W PROCESIE
BIODEGRADACJI SUBSTANCJI TLUSZCZOWYCH

Przedstawiono analiz¢ mechanizmu biodegradacji tluszczow przez mikroflor¢ autochtoniczna.
W czasie 30-dniowego procesu osiagnigto 62% zmniejszenie zawarto$ci substancji ttuszczowych.
Na podstawie analizy NMR, IR i GC stwierdzono zmniejszenie ilo$ci atomow wegla zawartych w
zwiazkach alifatycznych na rzecz zwiazkow olefinowych oraz powstanie znacznej iloSci nizszych
kwasow karboksylowych, ktorych obecnos¢ zwigksza kwasowos¢ (pH = 3,5) i prowadzi do
hamowania procesu.

WPROWADZENIE

Rownolegle z rozwojem wielu galgzi przemystu wzrosta ilo$¢ substancji
ksenobiotycznych, szkodliwych dla $rodowiska. Do najbardziej szkodliwych
ksenobiotykow naleza substancje organiczne powstajace w procesach przerobki
chemicznej wegla, petrochemii, w przemysle farmaceutycznym, chemicznym,
barwnikoéw, nawozow sztucznych i spozywczym (Cerniglia 1984, Gibson et al. 1984,
Labuzek 1991).

W ostatnich latach prowadzone sa badania nad mozliwo$cia usuwania tych
zwiazkow ze S$rodowiska przy wspoéludziale drobnoustrojow wykorzystujacych
substancje, ktore maja by¢ degradowane jako zrodlo energii i wegla. W wigkszosci
przypadkéw nie powoduja one jednak degradacji ksenobiotykéw. Drobnoustroje
o pozadanych zdolnosciach, degradujace substancje ksenobiotyczne, mozna uzyskac
dopiero po ich wstgpnej adaptacji (Farbiszewska-Bajer et al. 1995).

Thuszcze 1 kwasy tluszczowe naleza do materiatow odpadowych w przemysle
spozywczym. Stanowia one duze zagrozenie dla srodowiska, gdyz przenikaja do wod
gruntowych, a nawet infiltruja dalej, do wod warstw wodonos$nych (Murray 1989).

Zajmujac si¢ utylizacja thuszczow i kwasow tluszczowych zastosowano metode
mikrobiologicznej degradacji. Po stwierdzeniu mozliwosci prowadzenia procesu
(Farbiszewska et al. 1995) postanowiono ustali¢ jego wstgpny mechanizm. W tym
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celu z biodegradowanego gruntu wyizolowano i zaggszczono substancje tluszczowe
przed degradacja, w trakcie jej trwania i po zakonczeniu procesu. Kazdorazowo
przeprowadzono kompleksowa analiz¢ jako$ciowa 1 iloSciowa tych probek z
zastosowaniem metody chromatografii gazowej, spektrometrii IR oraz 'H, °C NMR.
Wyniki analiz iloSciowych 1ijakosciowych badanych probek postuzyly do
zaproponowania prawdopodobnego mechanizmu przemian chemicznych w procesie
biodegradacji zanieczyszczen thuszczowych.

APARATURA I WARUNKI POMIAROW

Do analizy zanieczyszczen gruntu wykorzystano nastgepujace metody
instrumentalne:

e chromatografia gazowa (GC),

e spektroskopia w podczerwieni (IR),

e spektroskopia magnetyczna rezonansu jadrowego (‘H, *C NMR).

Do analizy metoda chromatografii gazowej zastosowano aparat firmy Hewlett-
Packard model 5890/I1, wyposazony w detektor ptomieniowo-jonizacyjny. Rozdziat
chromatograficzny prowadzono w kwarcowej kolumnie kapilarnej ze zwiazana faza
stacjonarna HP-FFAP. Probki dozowano metoda on column.

W badaniach spektrometrii "H NMR i *C NMR postugiwano si¢ przyrzadem
firmy Tesla, model BS 567 A produkcji czechostowackiej, pracujacym przy
czestotliwosei 100 MHz dla 'H i 25.142 MHz dla "*C. Jako wzorzec do okreslenia
przesuni¢¢ chemicznych zastosowano tetrametylosilan (TMS).

Do analizy metoda spektrometrii IR wykorzystano aparat firmy Analytical
(Philips) model PU 9800 FT-IR Spectrometer. Probki w postaci filmu naniesionego na
krysztat chlorku sodu badano w zakresie liczb falowych 400-750 cm .

METODYKA BADAN

Analize probek gruntu przeprowadzono przed, w trakcie trwania i po procesie
biodegradacji.

Tabela 1. Zmiany pH i zawartosci thuszczow w glebie w czasie jej biodegradacji

Czas trwania
biodegradacji Zawarto$¢ ttuszczow w glebie | Efekt biodegradacji
Lp. . pH
[dni] [¢/kg gleby] (%]
1 0 6,58 366,19 0
10 3,50 218,22 40,4
3 20 3,48 140,80 61,6
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| 4 | 30 | 3,30 | 137,46 | 62,5 |

Procesowi biodegradacji poddano zaolejona ziemi¢ bielaca z osadnika odpadow
Nadodrzanskich Zaktadow Thuszczowych w Brzegu. Z ziemi tej wyizolowano
autochtoniczna mikroflor¢ 1 zaadaptowano ja do duzych stezen oleju roslinnego
(maks. 10%). Po uzyskaniu aktywnej mikroflory autochtonicznej, uzyto jej do badan.
W hodowli stwierdzono obecno$¢ migdzy innymi szczepow bakterii: Aerobacter
aerogenus, Bacillus subtilis. Proces biodegradacji prowadzono w temperaturze
pokojowej, w ukladach napowietrznych w kolbach o poj. 200 cm’, do ktorych
wprowadzono: 100 g pozywki, 30 g zaolejonej ziemi bielacej, 5 cm’® aktywnej
hodowli bakteryjnej o zawartosci 10° komoérek w cm”.

Proces prowadzono w uktadach potrojnych w czasie 30 dni. Co 10 dni z probek
gruntu ekstrahowano tluszcze chloroformem w aparatach Soxhleta i ekstrakty
analizowano chromatograficznie i spektroskopowo oraz kontrolowano pH uktadow.

WYNIKI POMIAROW

Zmiang pH 1 zawarto$¢ zanieczyszczen thuszczowych w gruncie przedstawiono
w tabeli 1. Z danych tych wynika, ze w trakcie procesu wystepuje silne zakwaszenie
uktadu. Wyjsciowe pH wynosito 6,58 i w pierwszych 10 dniach procesu zmalato do
3,5, co $wiadczy orozwoju mikroflory w tym ukladzie i jej biodegradacyjnym
dziataniu. Dalszy spadek pH hamuje proces rozwoju mikroorganizmow, gdyz ging one
przy pH ponizej 3,5. Kolejne analizy wyekstrahowanych thuszczow wykazaty, ze po
10 dniach trwania procesu biodegradacji, ilo§¢ zanieczyszczen thuszczowych spadia
o ponad 40%, a po 20 dniach tylko o kolejne 20%. W nastgpnych dniach praktycznie
biodegradacja ustata i dlatego proces przerwano.

Uzyskane ekstrakty thuszczowe analizowano chromatograficznie i metodami
spektroskopowymi.

Drgania znalezione w widmach IR wskazuja, ze zasadniczymi sktadnikami
badanych probek sa zwiazki zawierajace ugrupowania alifatyczne. Pojawia sig
rowniez niewielka ilo§¢ zwiazkdéw aromatycznych i zwiazkéw z grupa karbonylowa.
Charakterystyczne pasma absorpcyjne wystgpujace w omawianych widmach
i przyporzadkowane im najbardziej prawdopodobne elementy  strukturalne
analizowanych zwiazkoéw ujeto w tabeli 2.

Widma 'H NMR badanych probek wykazuja obecnosé protondw zwiazanych
z atomami wegla zwiazkow parafinowych, olefinowych i aromatycznych. Dystrybucje
atoméw wodoru zamieszczono w tabeli III. Z dystrybucji tej wynika, ze w
mieszaninach dominuja protony zwiazkow alifatycznych, a protony zwiazkéw
aromatycznych wystepuja w znikomych ilo§ciach. Widocznym zmianom w trakcie
biodegradacji ulega ilo$¢ protonow grup metylowych zwiazkéw alifatycznych.
Zawarto$¢ ich rosnie w pierwszych 10 dniach trwania procesu, a nastgpnie ulega
stabilizacji, czemu towarzyszy hamowanie procesu. ROwnocze$nie zmniejszeniu ulega
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zawarto$¢ grup metylenowych. Widoczna jest rOwniez zmiana w zawartosci protonow
olefinowych.

Tabela 2. Pasma absorpcyjne w widmach IR tluszczéw ekstrahowanych z zaolejonej ziemi bielace;j

Liczba falowa [cm '] Rodzaj drgania Elementy strukturalne
3005 roze. C-H —CH=CH-
CR|R,=CHR;
uktad aromatyczny
2925, 2854 rozc. C-H (sym. i asym.) | Ar—CHj
—CH,— w cykloalkanach
1741, 1711 rozc. C=0 aldehydy, kwasy karboksylowe, estry
1465 def. asym. C-H —CH;, —-CH,—
nozycowe C—H —CH,—O- (estry)
1414 def. C-H CH;, CH,
C=C-H
1378 def. sym. C-H CH;
1243 def. C-O estry
966 roze. C-H C=C-H
722 def. C-H Zw. aromatyczne
R;CH=CHR, (cis)
(CHy)n n>4

Tabela 3. Dystrybucja atoméw wodoru (%) w badanych probkach, wyznaczona metoda 'H NMR

Zakres przesunig¢ Udzial procentowy
chemicznych 6 (ppm) wyjsciowa 10 dzien | 20 dzien | 30 dzien
Hy (-CHj) 9,61 14,80 14,72 13,41
<1,1 ppm
Hp (-CH,, —-CH-) 68,49 62,06 61,19 64,98
1,1-1,8 ppm
Ha (Ar-CH;) 14,32 15,14 15,49 14,11
1,8-3,2 ppm
H, (C=CH) 5,28 6,23 7,91 5,23
4,3-5,8 ppm
H,, (Ar-H) 2,30 1,77 0,69 2,27
> 6,7 ppm

W tabeli 4 przedstawiono dystrybucj¢ roznych atoméw wegla (na podstawie widm
“C NMR) w ekstraktach wraz zich zakresami przesunig¢ chemicznych.
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Z przedstawionych danych wynika, ze w mieszaninach tych przewazaja zwiazki
alifatyczne. Najwigksze zmiany w zawarto$ci atomow wegla w trakcie trwania
procesu mozna zaobserwowaé w przypadku wegli alifatycznych i podstawionych
(olefinowe atomy wegla). Pozostate typy atomdéw wegla zmieniaja si¢ stopniowo w
trakcie trwania procesu.

Tabela 4. Wzgledne intensywnosci roznych atoméw wegla okreslonych za pomoca widm "*C NMR

Zakres przesunigé Wzgledne intensywnosci [%]
chemicznych (J) ppm | wyjsciowa | 10 dzien | 20 dzien | 30 dzien
C alifat. 69,91 21,08 29,72 28,52
(050 ppm)
C podstaw. 20,06 34,66 6,15 6,34
(50-110 ppm)
C aromat. 8,41 3,84 2,20 2,22
(110-145 ppm)
C karboksyl. 1,82 - 0,37 0,39
(165-185 ppm)

Po przeanalizowaniu chromatogramow badanych probek stwierdzono, ze juz po
10 dniach trwania procesu w ekstraktach uzyskanych z biodegradowanego gruntu nie
obserwuje si¢ obecnosci wyzszych kwasow tluszczowych.

Koncowe pH uktadow ok. 3,5 swiadczy o obecnosci w nich nizszych, stosunkowo
mocnych kwasoéw karboksylowych: mréwkowego i1 octowego, powstajacych w
wyniku biodegradacji ttuszczow.

Widma " C NMR wskazuja na zmniejszenie iloci atomoéw wegla w zwiazkach
alifatycznych na rzecz wzrostu ilosci wegli olefinowych, co moze sugerowac
oderwanie si¢ koncowych grup metylowych (w postaci CH;—, CH3;—O lub CH;—CH,—
O) z utworzeniem wigzan nienasyconych, a takze przemieszczanie si¢ tych grup
wzdtuz tancucha, wskutek czego powstaja zwiazki rozgalezione.

Grupy metoksy lub etoksy sa zrodtem tworzacego si¢ kwasu mrowkowego
i octowego. Powstanie duzej ilosci nizszych kwasow karboksylowych hamuje proces
ich dalszej biodegradacji do CO,. Sugeruje to, ze w dalszych badaniach nalezy
dodawa¢ do probek weglanu wapnia, ktorego obecnos¢, wskutek zwigkszania si¢ pH,
utatwi biodegradacje.
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The analysis of biodegradation mechanisms of fats by using autochthonous bacteria strains has been
presented. It was found that in 30 days 62% of aliphatic compounds were removed. There was
a noticeable decrease of the content of the aliphatic coal components in favour of olefin component and
a great amount of carboxylic acid was formed. This caused the diminishing of pH to 3.5 and the
investigated process was inhibited.



