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Ocena biodegradowalnosci
stabo rozpuszczalnych w wodzie

zwigzkow organicznych

na przykiadzie olejow smarowych

Wraz z postgpem technicznym oraz wymaganiami ochrony §ro-
dowiska znaczenia nabraty informacje odnosnie do skutkow nie-
kontrolowanego przedostawania sig¢ substancji chemicznych do
srodowiska. Ustawa o substancjach i preparatach chemicznych
(Dz. U.2001. Nr 11, poz. 84 z p6zn. zm.) i rozporzadzeniami do
ustawy, Polska dostosowuje si¢ do wymogow prawnych UE.
W karcie charakterystyki substancji (i preparatow) niebezpiecz-
nych (p. 12) sa wymagane informacje ekologiczne, zawierajace
dane dotyczace oceny ich biodegradowalnosci, ekotoksycznos$ci
i bioakumulacji. Konieczne staje si¢ wigc okreslenie podatno$ci
na biodegradacj¢ wszystkich tych substancji (preparatow i mie-
szanin), ktore przedostajq si¢ do sSrodowiska w wyniku eksploa-
tacji, niewlasciwego uzytkowania i recyklingu. Problem ten do-
tyczy rowniez olejow smarowych [1]. W Polsce wiedza na ten
temat jest skromna i rozproszona. Tymczasem oleje smarowe sa
i beda jeszcze dlugo obecne w kazdej dziedzinie naszego zycia,
a o rodzaju, jakosci i oddziatywaniu ich na srodowisko decydo-
wac beda tzw. oleje bazowe, stanowiace ich gléwne sktadniki
(70-100%) odpowiedzialne za wilasciwosci eksploatacyjne,
atakze za biodegradowalnos$¢ materiatéw smarowych [2].

Powszechnie dotychczas stosowane konwencjonalne mineralne
oleje bazowe, nalezace do Grupy I API (wg obecnie stosowanej
na $wiecie klasyfikacji [3]) ze wzgledu na konkurencyjna ceng w
stosunku do biodegradowalnych olejow roslinnych, a przede
wszystkim do olejow syntetycznych, stanowia nadal najwigksza
grupg olejow bazowych (ok. 80% z okoto 40 mln. Mg olejow
produkowanych rocznie na $wiecie). Obserwuje sie¢ jednak
powolny spadek ich produkcji na korzy$¢ nickonwencjonalnych
olejow mineralnych (ok. 10% produkcji olejéw) klasyfikowa-
nych do Grup II i IIT AP, ktére ze wzgledu na wyzsze koszty
zwiagzane z technologiami ich produkcji sa wykorzystywane do
otrzymywania wysokiej jako$ci olejow silnikowych oraz olejow
specjalnego zastosowania.

Pozostate oleje bazowe, stanowiace mniej niz 10% $wiatowe;j
produkcji (ale z widocznym trendem wzrostowym), to polial-
faolefiny tzw. PAO, zakwalifikowane do Grupy IV API oraz ole-
je bazowe zaklasyfikowane do Grupy V API, ktora obejmuje
wszystkie pozostale oleje bazowe, a wigc: oleje estrowe syntety-
czne i naturalne, polialkilenoglikole (PAG), syntetyczne wgglo-
wodory inne niz PAO, estry kwasow nieorganicznych itp. W rze-
czywistosci, wg oszacowan przedstawionych przez Murphy’ego
i wspoétautorow blisko 80% $swiatowego rynku syntetycznych
olejow bazowych przypada na trzy grupy zwiazkow: polialfao-
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lefiny 45%, estry organiczne 25% i polialkilenoglikole 10% [4].
Sajednak kraje, np. Niemcy, gdzie udzial samych bazowych ole-
jow biodegradowalnych, takich jak oleje roslinne i syntetyczne
oleje estrowe, w produkcji materiatdéw smarowych przekroczyt
10% ogdlnej ilosci stosowanych olejow bazowych, a niektore
z biodegradowalnych olejéw smarowych (olej hydrauliczny, do
pit tancuchowych, olej formierski do uwalniania betonu) uzys-
kaly prawo ekoetykietowania znakiem Niebieskiego Aniota [5,
6]. Biorac pod uwagg fakt, ze 13—15% olejow, wprowadzanych
co roku do eksploatacji, jest stosowanych w systemach otwar-
tego smarowania (np. w Unii Europejskiej jest to ok. 600 tys Mg
z 4 mln Mg olejow $wiezych) — zastosowanie biodegradowal-
nych olejow jako substytutdw olejéw mineralnych moze mie¢
istotne znaczenie dla ochrony srodowiska [7].

W Polsce nalezy upowszechnia¢ wiedzg na temat oddzialywania
olejow smarowych na srodowisko, tak aby nie tylko ich produ-
cencli, ale rowniez uzytkownicy i cale spoteczenstwo byto swia-
dome co oznaczaja w karcie charakterystyki produktu informa-
cje o ich biodegradowalno$ci, ekotoksycznosci i bioakumulacji
w $rodowisku.

Przedstawione w pracy wyniki badan biodegradowalnosci ole-
jow, nalezacych do trudno rozpuszczalnych w wodzie substancji
organicznych, powinny utatwia¢ dokonywanie odpowiedniego
doboru metodyki badan i wlasciwej interpretacji wynikow badan
w laboratoriach zajmujacych si¢ ocena biodegradowalnosci sub-
stancji i preparatow chemicznych, zardwno na etapie badan roz-
wojowych jak i testowania gotowych produktow.

Materialy i metody badan

W artykule dokonano poréwnania oceny biodegradowalnosci
bazowych olejow smarowych o rdznej budowie chemicznej,
z zastosowaniem wybranych testow ISO i metodyk badawczych
zalecanych przez OECD w celu okreslenia, czy olej jest szybko
biodegradowalny, a jezeli nie, to czy charakteryzuje si¢ poten-
cjalng zdolno$cia do biodegradacji [8].

Badane oleje

Wytypowane do badan oleje wybrano z grupy przemystowych
olejow bazowych, jak rowniez z grupy specjalnie syntezo-
wanych olejow poliolestrowych, w celu wykazania wptywu ich
struktury chemicznej na biodegradowalno$é. Badane oleje repre-

zentuja nastepujace oleje bazowe Grupy: I, IViV wg klasyfikacji
APIL:

e olej mineralny o klasie lepkosci ISO VG 32, — nalezacy do
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Grupy I API (otrzymany metoda konwencjonalna olej SAE
10/95 w Rafinerii Gdanskiej S.A.);

e olej syntetyczny PAO —4, nalezacy do Grupy IV API (polial-
faolefiny Ethylflow 164, o lepko$ci~4 mm?/s w 100°C, firmy
Ethyl Co);

e olej syntetyczny PAO — 6, nalezacy do Grupy IV API (polial-
faolefiny Ethylflow 166, o lepko$ci ~6 mm?/s w 100°C, firmy
Ethyl Co);

e olej poliolestrowy NYCOBASE 3118, nalezacy do Grupy V
API (trioleinian trimetylolopropanu, ,,TMP trioleate” — pro-
dukt firmy NYCO, ktérego metoda otrzymywania i szcze-
gotowa struktura chemiczna sa zastrzezone przez producen-
ta);

e olej poliolestrowy PRIOLUBE 3999, nalezacy do Grupy V
API (produkt syntezy trimetylolopropanu i modyfikowanych
kwasow thuszczowych, — firmy UNIQEMA, ktorego metoda
otrzymywania i szczegotowa struktura chemiczna sa zastrze-
zone przez producenta);

e olej rzepakowy, jako naturalny poliolestrowy olej roslinny,
nalezacy do Grupy V API (niskoerukowy olej rzepakowy
produkcji Z. T. ,,Kruszwica” S.A. zawierajacy 63% struktur
kwasu oleinowego, 19% kwasu linolowego, 7% kwasu lino-
lenowego i 11% pozostatych kwasow C,41C5);

e olej poliolestrowy oznaczony jako tetrakapronian PE, otrzy-
many zgodnie z procedura opisana w J. Synth. Lubr. [9], jako
produkt estryfikacji pentaerytrytu (PE) i kwasu kapronowe-
go (n—Cy), nalezacy do Grupy V API;

e olej poliolestrowy oznaczony jako tetra-(sec-kapronian) PE,
otrzymany zgodnie z procedura opisana w J. Synth. Lubr. [9],
jako produkt estryfikacji pentaerytrytu (PE) i kwasu sec-ka-
pronowego (tj. kwas 2-metylo pentanowy), nalezacy do Gru-
py VAPL

Oleje poliolestrowe otrzymywane w wyniku estryfikacji PE
kwasami karboksylowymi C¢ 0 r6znej strukturze, charakteryzuja
si¢ taka sama masa molowa i skladem elementarnym, lecz ze
wzgledu na budowg strukturalna kwasdéw roznig si¢ wlasciwo-
Sciami fizykochemicznymi, m.in. lepkos¢ kinematyczna ozna-
czona w 40°C dla tetrakapronianu PE wynosi 19,4 mm?s, a dla
tetra-(sec-kapronianu) PE wynosi 22,3 mm?/s. Oczekiwano
wige, ze badania wyjasnia w jakim stopniu zawada steryczna
przy wiazaniach estrowych wptynie na wyniki biodegradacji
uzyskiwane w roznych testach.

Zastosowane metody oceny biodegradowalno$ci olejéw

Do oceny biodegradowalnosci substancji organicznej stosuje si¢
wiele standardowych testow. W zaleznosci od potrzeb i wyboru
procedury testowej mozna analizowaé proces biodegradacji w
warunkach tlenowych lub beztlenowych, w wodzie stodkiej lub
morskiej oraz w glebie. Jednak najczgSciej biodegradowalnosc
jest oceniana przy zastosowaniu o standardowych testow umoz-
liwiajacych analizg calkowitej tlenowej biodegradacji substancji
w Srodowisku wodnym. Zasady stosowanych metod testowych
przedstawiono narysunku 1.

Oceniajac podatnos¢ na biodegradacjg nalezy zwroci¢ uwagg na
mozliwo§¢ wyznaczenia biodegradacji wstgpnej i catkowitej.
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Biodegradacja wstepna (primary) - ubytek substancji
kontrolowany zanikiem charakterystycznych wiasciwosci
substancji. Test CEC L-33-A-93
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Rys. 1. Zasady oceny tlenowej biodegradowalno$ci substancji
organicznych w §rodowisku wodnym

Biodegradacja wstepna (primary) czasami okre$lana jako bio-
degradacja ,,pierwotna” lub ,,czgSciowa” jest oceniana wtedy,
gdy jest analizowany rozktad substancji organiczne;j jaki zacho-
dzi w stopniu wystarczajacym, aby utracita ona swoje charakte-
rystyczne, pierwotne wlasciwosci, co w praktyce oznacza ubytek
zwiazku macierzystego w wyniku zmian strukturalnych. Zasada
tajest wykorzystana w tescie CEC L-33—-A-93 [10].

Biodegradacja calkowita (ultimate) zwana tez biodegradacja
ostateczna, jest oceniana, gdy jest analizowane catkowite wyko-
rzystanie substancji jako zrodia energii i wegla przez mikro-
organizmy, co w praktyce oznacza rozklad substancji organicz-
nej do CO,, H,0, soli mineralnych pierwiastkow wchodzacych
w sklad substancjiibiomasy.

Biodegradowalnos$¢ opisuje podatno$¢ zwiazku na rozktad
w srodowisku pod wptywem mikroorganizméw i jest wyrazana
w % obliczanych na podstawie zmian okre§lonych wskaznikéw
(w zaleznosci od testu), ktore pozwalaja $ledzi¢ postep biodegra-
dacji w warunkach testu.

Standardowe testy zostaly opracowane tak, aby okresli¢ szybka
biodegradowalno$¢ lub potencjalng biodegradowalno$¢ sub-
stancji.

Szybka biodegradowalnos¢ (oceniana w testach OECD 301
i 310) [8], pozwala zakwalifikowa¢ substancjg¢ do tatwo biode-
gradowalnych jezeli osiagnie w ciagu 28 dni wymagany poziom
biodegradacji, wynoszacy 70% w razie oznaczania rozpuszczo-
nego wegla organicznego (RWO) 1 60% w razie oznaczania Bio-
chemicznego Zapotrzebowania Tlenu (BZT) lub wytworzonego
CO,. Dodatkowo w ocenie szybkiej biodegradowalnosci zostato
wprowadzone kryterium tzw. okresu 10—dniowego (10 days win-
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dow), co oznacza, ze od dnia, w ktérym 10% substancji ulegto
biodegradacji do uzyskania wymaganego poziomu nie powinno
uplyna¢ wigeej niz 10 dni. Warunek ten jest trudny do spehnienia,
gdy biodegradacji ulega nie pojedyncza substancja lecz miesza-
nina zwiazkow.

Potencjalna biodegradowalnos$¢ (tzw. wrodzona zdolnos¢ do
biodegradacji oceniana w testach OECD 302) [8] pozwala
w wypadku substancji organicznych niezakwalifikowanych do
tatwo biodegradowalnych, oceni¢ ich potencjalny rozktad bio-
chemiczny, wyrazany rowniez w % i w ten sposob przewidzie¢
szybkos¢ zanikania badanej substancji w srodowisku. W testach
tych jest m.in. stosowane wigksze st¢zenie inokulum (substancji
zanieczyszczajacej) w stosunku do substancji badanej, w tym ist-
nieje rowniez mozliwo$¢ uzycia adaptowanego inokulum i prze-
dtuzenia czasu testu, co oznacza ze warunki testowe oceny po-
tencjalnej biodegradowalnosci sa bardziej optymalne, niz ostre
warunki testow oceniajacych szybka biodegradowalnosc.

W ocenie tlenowej biodegradacji olejéw smarowych w $rodo-
wisku wodnym istotng niedogodnoscia jest fakt, iz w przeci-
wienstwie do zalecanych w standardowych testach substancji
wzorcowych, wigkszos¢ bazowych olejow smarowych nalezy do
substancji nierozpuszczalnych w wodzie (np. syntetyczne oleje
estrowe charakteryzuja sie rozpuszczalnoscia ponizej 1 mg/dm?
[6]), a zalecane stgzenia substancji badanej w roztworach testo-
wych sa znacznie wyzsze od limitu rozpuszczalnosci olejow. Po-
za tym oleje stanowia zazwyczaj mniej lub bardziej r6znorodna
mieszaning zwiazkdéw o réznej budowie chemicznej. Wymagany
jest zatem wnikliwy dobdér metody testowej do oceny ich biode-
gradowalnosci, a takze zastosowanie odpowiedniej procedury
przygotowania roztwordw testowych z badanymi olejami, jako
substancjami trudno rozpuszczalnymi w $rodowisku wodnym
[11].

Ponizej przedstawiono tylko istotne elementy procedur testo-
wych, zastosowanych do oceny biodegradowalno$ci wybranych
olejow bazowych, a uzyskane wyniki badan przedstawiono na
rys.2—-4.

CEC 1 -33-A-93: metoda opracowana do oceny biodegrado-
walnosci olejow (biodegradacja wstepna) [10]

Zgodnie z procedura testu stosowano po 2 kolby neutralne
zwodnym medium mineralnym i inokulum, i nastawione na czas
badan 0, 7, 14121 dni po 3 testowe kolby z badanym olejem, po 2
kolby zatrute (zanieczyszczone) z badanym olejem oraz po 3 kol-
by testowe z DITA (di—izotridecylo adypinian) jako wzorcem
biodegradacji RL—130 zalecanym w tescie CEC i odpowiednio
po 2 kolby zatrute z DITA.

Odstepstwem od metody CEC L-33—-A-93 bylo zastosowanie
czterochlorku wegla o czystosci spektralnej, zamiast 1,1,2—tri-
chlorotrifluoroetanu. Zgodnie z metodyka CEC przygotowano
do badan 150 cm? roztwory o stezeniu oleju 50 mg/dm?, do kto-
rych wprowadzono po 1 cm® inokulum zawierajacego >107
CFU/cm? (aktywnych komorek/cm?). Inokulum zastosowane do
testow otrzymano ze $ciekow komunalnych po mechanicznym
oczyszczeniu z Wroctawskiej Oczyszczalni Sciekoéw. W okre-
slonym czasie testu zawarto$¢ kolb byta ekstrahowana cztero-
chlorkiem wegla i w otrzymanych ekstraktach oznaczano maksi-
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mum absorpcji wigzah Ch; — Ch, —przy 2930 cm™ stosujac spek-
trofotometr FTIR Vector 22 firmy BRUKER.

ISO 9408: metoda oznaczania zapotrzebowania tlenu w zam-
knigtym respirometrze [12]

Metoda testowa jest zgodna z testem OECD 301F, ktory jest je-
dnym z testow OECD, zalecanych do oceny szybkiej biodegra-
dowalnosci substancji organicznych [8]. Do testu stosowano po
2 naczynia testowe zawierajace 100 cm?® roztworu pozywki mi-
neralnej z badanym olejem, po 2 naczynia zawierajace benzo-
esan sodu jako substancjg wzorcowa a takze po 2 naczynia testo-
we do tzw. $lepej proby, tj. roztworu pozywki mineralnej. Roz-
twory testowe o stezeniu 120—150 mg/dm?® otrzymano przez bez-
posrednie dozowanie oleju za pomoca mikropipety do roztworu
pozywki mineralnej i zgodnie z ISO 10634 [11] roztwory pod-
dano dyspersji ultradzwigkami (25 kHz, 20°C), przed wprowa-
dzeniem inokulum do naczyn testowych. Do testow stosowano
inokulum przygotowane jak w teScie CEC L-33—-A-93. Testy
oparte na oznaczeniu BZT zostaly przeprowadzone w aparacie
OxiTop® Control firmy SENTON GmbH., ktory pozwolit na
prowadzenie inkubacji w zaciemnieniu, w temperaturze 25°C,
przy ciaglym mieszaniu roztwordw w czasie 28 dni.

ISO 9439: metoda z oznaczeniem wytworzonego CO, [13]

Metoda testowa jest zgodna z testem OECD 301B, ktory jest tak-
ze zalecany do oceny szybkiej biodegradowalnosci [8]. Zgodnie
z ISO 9439, do testow stosowano po 2 naczynia testowe dla ba-
danego oleju, po 2 naczynia dla proby Slepej (tj. zawierajacej
tylko roztwor podtoza mineralnego i inokulum) oraz 1 naczynie
testowe przygotowane z aniling jako substancja wzorcowa. Jako
naczynia testowe stosowano kolby Erlenmayera o pojemnosci
1,5 dm®, wypelnione badanymi roztworami o objeto$ci 1 dm?.
Roztwory testowe o stezeniu 40 mg/dm?, otrzymano przez bez-
posrednie dozowanie badanego oleju za pomoca mikropipety do
roztworu pozywki mineralnej. Do roztworéw wprowadzono po
10 ¢cm?® inokulum przygotowanego jak w tescie CEC L-33-A—
93. Zgodnie z procedura, testy prowadzono w zaciemnionym
pomieszczeniu w temperaturze 22+20C, przepuszczajac powie-
trze wolne od CO, przez roztwory testowe, ktore byty mieszane
za pomocg mieszadel magnetycznych. Wytwarzany CO,, jako
produkt biodegradacji, byt adsorbowany w polaczonych szere-
gowo naczyniach zawierajacych 0,0125 molowy roztwor Ba
(OH), , nastepnie przez miareczkowanie pozostatosci Ba(OH),
w roztworach, za pomoca 0,05 molowego roztworu HCI wobec
fenoloftaleiny, okreslono sumarycznag ilos¢ wytworzonego CO,.
Test ISO 9439 zostat wykorzystany tylko do oceny biodegrado-
walnosci poliolestrowych olejéw otrzymanych z estryfikacji
pentaerytrytu kwasem kapronowym oraz kwasem sec-kaprono-
wym (rys. 2). Stwierdzono, ze procedura tego testu w porow-
naniu z testem ISO 14593 jest bardziej pracochtonna zaréwno na
etapie przygotowania jak i kontroli testu. Stanowisko badawcze
zajmuje duza przestrzen w laboratorium, a uzyskane wyniki bio-
degradowalnosci wskazywaly na zanizone warto$ci oznaczane-
g0 CO,.

ISO 14593: metoda z oznaczaniem weggla nieorganicznego
w zamknigtych naczyniach (CO, headspace test) [14]

Metoda testowa ISO 14593 jest stosowana w tescie OECD 310
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(opublikowanym w 2006r.), ktory wraz z testami OECD 301 jest
zalecany do oceny szybkiej biodegradowalnosci. Test ISO
14593, podobnie jak ISO 9439, pozwala $ledzi¢ postep biode-
gradacji oleju na podstawie ilosci wytwarzanego CO,. Istotng
roznica jest sposob inkubacji, ktory polega na zastosowaniu do
badan szczelnie zamknigtych butelek wypetnionych w 2/3 obje-
to$ci roztworem testowym, 1/3 objetosci stanowi przestrzen ga-
zowa. Umieszczenie naczyn w orbitalnej wytrzasarce biologicz-
nej pozwala na intensywne mieszanie i inkubacj¢ w zaciem-
nieniu w temperaturze 22+2°C. Powstajacy podczas biodegra-
dacji CO, jest oznaczany jako wegiel nicorganiczny (CN) z za-
stosowaniem jednej z dwoch metod: 1) oznaczanie CO, w prze-
strzeni nad roztworem (np. przez pobieranie gazu do analizy
chromatograficznej) po uprzednim zakwaszeniu testowanego
roztworu do pH < 3; lub 2) oznaczanie weglanéw w roztworze po
osiagnigciu za pomoca alkaliow pH > 12.

Oceniajac biodegradowalnos¢ badanych olejow, inkubacje pro-
wadzono w zamknigtych butelkach do surowicy o pojemnosci
600 cm®. Roztwory testowe o stezeniu 20-25 mg C/dm? przygo-
towywano przez wprowadzenie do naczyn, zawierajacych 400
cm® roztworéw pozywki mineralnej, szkietek zegarkowych (¢
18 mm) z odwazong ilo$cia badanych olejow i poddaniu roztwo-
row dyspers;ji ultradzwigkami (25 kHz, 20°C). Jako inokulum do
roztwordw wprowadzano po 1 cm?® osadu czynnego (10 CFU/
cm?) pobranego z komory napowietrzania Wroctawskiej Oczy-
szczalni Sciekow w Janowku. W butelkach testowych oznaczano
chromatograficznie stezenie Co, w gazie pobranym z nad roz-
tworu uprzednio zakwaszonego do pH < 3, ktore przeliczano na
stezenie wegla nieorganicznego (CN). Procent biodegradacji
obliczano z ilosci CN wytworzonego w kolbie testowej z olejem
(pomniejszonej o CN oznaczony w probie slepej) w stosunku do
teoretycznej ilosci CN jaka powinna by¢ wytworzona przy 100%
mineralizacji.

Test OECD 302B: Zahn Wellens/EMPA test — zalecany do oceny
potencjalnej biodegradowalnosci

Test ten zgodny jest z procedura testu ISO 9888 [15], opracowa-
na do oznaczania calkowitej biodegradacji tlenowej zwiazkow
organicznych, ktére sa rozpuszczalne w wodzie w stezeniach
stosowanych w tescie. Oceny biodegradowalno$ci dokonuje si¢
na podstawie analizy ubytku rozpuszczalnego wegla organicz-
nego (RWO) lub na podstawie zmian Chemicznego Zapotrze-
bowania Tlenu (ChZT) w testowanych roztworach. Badane oleje
nalezaly do trudno rozpuszczalnych w wodzie i w czasie testu
mogly by¢ nieréwnomiernie zdyspergowane lub tez czgsciowo
zaadsorbowane na $ciankach naczyn i osadzie czynnym. W celu
zmniejszenia btgdow, wynikajacych z pobierania matych (o ob-
jetosei kilku cm?®) probek z objetosci 1-2 dm? roztwordw testo-
wych do oznaczenia ubytku substancji organicznej na podstawie
ChZT, zastosowano wtasna, zmodyfikowana metodg¢ badawcza
w oparciu o ISO 9888.

Test prowadzono w kolbach stozkowych o objetosci 250 cm?
przygotowanych podobnie jak w tescie CEC na poszczegdlne
okresy testu, tj. na rozpoczgcie testu (3,5 h), a nastgpnie na czas
testu — 7, 14 21 i 28 dni. Stosowano na kazdy okres testu po 2
kolby testowe z badanym olejem, 1 kolbg z glikolem etyleno-
wym jako wzorcem i 1 kolbg do proby ,,$lepej”. Kolby zawieraty
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po 150 cm® testowanego medium. Roztwory testowe o stezeniu
200 mg oleju/dm?® otrzymano przez wprowadzenie szkietek ze-
garkowych z odwazonymi probkami olejow do roztwordéw po-
zywki mineralnej i zgodnie z ISO 10634 roztwory poddano dys-
persji ultradzwigkami (25 kHz, 20°C) przed wprowadzeniem
inokulum. Do testu zastosowano jako inokulum osad czynny taki
jak w tescie ISO 14593. W czasie testu kolby byty inkubowane
w zaciemnieniu, w temperaturze 20+1°C w mechanicznej wy-
trzasarce biologicznej. Po uptywie odpowiedniego czasu, roz-
twory w kolbach poddawano dyspersji ultradzwigkowe;j, filtro-
wano, a nastepnie pobierano po 50 ¢cm? testowego roztworu do
oznaczenia ChZT, ktore okreslano jako $rednia z oznaczen za-
warto$ci dwdch kolb, co pozwolito zwigkszy¢ doktadno$¢ otrzy-
manych wynikow w poréwnaniu z zalecanymi oznaczeniami
ChZT dlaprobek 10-20 cm?® pobranych z 1000 cm? roztworu (wg
wersji [ISO 9888).

Test OECD 302D (draft): CONCAWE Test — projekt testu opra-
cowanego do oceny potencjalnej biodegradowalnosci substancji
organicznych w warunkach tlenowych w srodowisku wodnym

Test ten, opracowany przy udziale naukowcdéw wspotpracuja-
cych w ramach Europejskiej Organizacji Przemystu Naftowego
ds. Ochrony Srodowiska, Zdrowia i Bezpieczenstwa (CONCA-
WE) [5, 7], jest oparty na procedurze testu ISO 14593 i jest
szczegolnie uzyteczny przy ocenie biodegradowalno$ci substan-
cji nierozpuszczalnych takich jak oleje, a takze substancji zawie-
rajacych sktadniki lotne.

Test OECD 302D (draft), wg opracowanego w 2001 r. projektu,
rozni si¢ od testu OECD 310 (oceniajacego szybka biodegrado-
walnos$¢) przede wszystkim w zakresie:

— uzyciado testu inokulum adaptowanego wstepnie do badane;j
substancji,

— uzycia wigkszej ilosci chlorku amonu do przygotowania
medium soli mineralnych, aby zapobiec mozliwosci zaha-
mowania biodegradacji w wyniku zbyt matej ilo$ci azotu
w $rodowisku,

— dhuzszego czasu trwania testu; test jest prowadzony do mo-
mentu, az badana substancja osiagnie faz¢ plateau (rekomen-
dowany czas to 56 dni),

— zastosowania n—heksadekanu lub niskoerukowego oleju rze-
pakowego jako substancji wzorcowej do kontroli prawidto-
wosci przebiegu testu.

Stosujac powyzsze modyfikacje w procedurze ISO 14593, prze-
prowadzono oznaczenie potencjalnej zdolnosci do biodegradaciji
dla tych olejow bazowych, ktore na podstawie odpowiednio za-
stosowanych testow nie spetnity kryterium szybkiej biodegra-
dowalnosci (rys. 3 1 4). Wyniki uzyskane w te§cie OECD 302D
(draft) mozna interpretowacw nastgpujacy sposob:

a) biodegradacja > 60% — substancja charakteryzuje si¢ poten-
cjalna zdolnos$cia do biodegradacji i bgdzie ulegac catkowitej
biodegradacji w warunkach tlenowych,

b) biodegradacja < 20% — substancja nie posiada potencjalnej
zdolnosci do biodegradacji w warunkach testu,

¢) biodegradacja > 20% — substancja ma potencjalna zdolnos¢
do biodegradacjiiulega biodegradacji wstgpne;.
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Rys. 2. Wyniki oceny biodegradowalnos$ci poliolestrowych olejow bazowych, uzyskane w réznych procedurach testowych: a) dla
oleju estrowego: tetrakapronian PE; b) dla oleju estrowego: tetra (sec-kapronian) PE

Wynikibadan i dyskusja

Przedstawione na rysunkach 2a i b, krzywe ilustrujace przebieg
wstgp-nej biodegradacji (test CEC L-33—A-93) oraz krzywe ilu-
stru-jace przebieg catkowitej biodegradacji tlenowej (testy ISO
9408; 9439 i 14593) wykazaty, ze z dwoch poliolestrowych ole-
jow, o takiej samej masie molowe;j i sktadzie elementarnym, lecz
rozniacych sig struktura chemiczna, tylko olej o strukturze tetra-
kapronianu pentaerytrytu (rys. 2a) nalezy do tzw. latwo biode-
gradowalnych, gdyz spetia kryterium testu OECD 310. Wpraw-
dzie w tescie ISO 9408 nie uzyskano wymaganego poziomu po-
wyzej 60% biodegradacji, na podstawie oznaczenia BZT (na co
mogty mie¢ wptyw zarowno warunki testu jak i popeinione
w procedurze przygotowania bledy), to wg testu ISO 9439 oraz
14593 uzyskano poziom ponad 60% biodegradacji, oznaczonej
na podstawie ilosci CO, wytworzonego w czasie 28 dni trwania
testu. Poza tym, krzywa biodegradacji uzyskana w tescie ISO
14593 wskazuje, ze olej ten spetnia dodatkowe kryterium tzw.
10— dniowego okresu zasadniczej biodegradacji. Brak spetnienia
tego warunku w tescie ISO 9439 moze $wiadczy¢ o niedoszaco-
waniu ilosci CO, wytworzonego w czasie biodegradacji, ktory
jest absorbowany poza uktadem. Duza pojemnos$¢ naczyn, nie-
dostateczne mieszanie i rozbudowany uktad badawczy, moze
by¢ przyczyna pozostawania czgsci CO, w naczyniach i roztwo-
rach testowych. Niedogodnosci te nie wystepuja w tescie ISO
14593, ktory jest lepiej dostosowany do oznaczania catkowitej
biodegradacji tlenowej substancji trudno rozpuszczalnych w wo-
dzie.

Poliolestrowy olej o strukturze tetra (sec—kapronianu) penta-
erytrytu nie moze by¢ zakwalifikowany do tatwo biodegrado-
walnych, gdyz w zadnym z testow nie uzyskano wymaganego
poziomu powyzej 60% biodegradacji po 28 dniach (rys. 2b). Olej
ten w odréznieniu od tetrakapronianu pentaerytrytu posiada
wokot wiazan estrowych zawady steryczne, wynikajace z zasto-
sowania do jego syntezy kwasu o rozgal¢zionej strukturze, tj.
kwasu 2—-metylopentanowego (sec—kapronowy). Porownujac na
rysunkach 2a i b krzywe biodegradacji uzyskane w tescie CEC
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L—-33-A-93, mozna stwierdzi¢, ze zawady steryczne wokot wia-
zan estrowych utrudniaja wstgpny etap procesu biodegradacji
olejow estrowych, oparty na enzymatycznej hydrolizie wiazan
estrowych, po ktéorym przebiega etap f—oksydacji kwasow kar-
boksylowych, prowadzacy do ich calkowitej biodegradacji.
Whbrew powszechnej opinii, ze oleje estrowe sa latwo biodegra-
dowalne nalezy stwierdzi¢, ze ich biodegradowalno$¢ moze si¢
znacznie r6zni¢ ze wzgledu na strukturg chemiczna.

Na rysunku 3 przedstawiono przebieg krzywych biodegradacji
olejow typu: tetra (sec-kapronian)PE, polialfaolefin PAO 4
1PAO 6 oraz konwencjonalnego oleju mineralnego, ktdre to oleje
nie osiagnely wymaganego poziomu biodegradacji w testach
oceniajacych szybka biodegradowalno$¢ i zgodnie z wytyczny-
mi OECD nalezato je oceni¢ pod wzgledem potencjalnej zdolno-
sci do biodegradacji wg testow OECD 302. Na podstawie uzys-
kanych wynikow (rys. 3) mozna stwierdzic¢, ze olej estrowy tetra
(sec-kapronian)PE chociaz nie nalezy do szybko biodegrado-
walnych, moze by¢ uznany za olej o potencjalnej zdolno$ci do
catkowitej biodegradacji w warunkach tlenowych (spetnia kry-
terium > 60% biodegradacji). Pozostate oleje nalezy zakwalifi-
kowac do olejow, ktore posiadaja potencjalna zdolno$¢ do biode-
gradacji 1 beda ulega¢ wstgpnej biodegradacji (spetniaja kry-
terium uzyskania poziomu ponad 20% biodegradacji). Najlepiej
z nich wypada PAO 4, bo po 56 dniach testu nie uzyskano fazy
plateau, co wskazuje na mozliwo$¢ osiagnigcia znacznie wyzszej
warto$ci biodegradacji w razie przedtuzenia testu.

Poréwnujac wyniki testu OECD 302D (draft) i testu 302B, w kto-
rym wprowadzono zmodyfikowana procedure w celu pokonania
trudnosci zwiazanych z analiza roztwordw z trudno rozpusz-
czalnymi substancjami, nalezy stwierdzi¢, ze wyniki z projekto-
wanego testu OECD 302D wydaja si¢ bardziej wiarygodne, gdyz
jest on opracowany dla substancji trudno rozpuszczalnych, do
ktorych naleza oleje.

Na rysunku 4 zestawiono wyniki oceny wstepnej i calkowitej
biodegradowalnos$ci badanych olejow. Do olejow tatwo biode-
gradowalnych mozna zaliczy¢ olej rzepakowy, oleje poliolestro-
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we NYCO 3118 i PRIOLUBE 3999 oraz tetra kapronian PE,
a pozostate oleje charakteryzuja si¢ zréznicowana potencjalna
zdolnoscia do biodegradacji i mozna je nastgpujaco uszerego-
wag: tetra (sec—kapronian) PE > PAO 4 > PAO 6, olej mineralny
ISOVG32.

Przedstawione wyniki, uwzgledniajace standardowe odchylenia
otrzymane na podstawie dwu i trzykrotnie powtarzanych testow,
wykazaty ze test CEC przy tatwo biodegradowalnych olej nie po-
zwala oceni¢ wplywu struktury chemicznej oleju na biodegrada-
cje. Test OECD 310 (ISO 14593) wykazuje taki wptyw, o czym
$wiadczy najnizszy wynik catkowitej biodegradowalnosci uzys-
kany dla oleju PRIOLUBE 3999, za ktéry odpowiada rozgate-
zienie w strukturze reszt kwasowych w czasteczce poliolestru.

W wypadku olejow, ktorych nie mozna zakwalifikowa¢ do ta-
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— h)olejmineralny ISOVG 32

two biodegradowalnych (np. oleje e, f, g i h na rys. 4) nalezy, ze
wzgledu na potrzebg uzyskania informacji o ich oddziatywaniu
na §rodowisko, oznacza¢ potencjalng zdolno$¢ do biodegradacji,
co pozwoli na bardziej §wiadomy dobdr olejow bazowych do
produkcji materiatdéw smarowych, stosowanych w otwartych sys-
temach smarowania lub w urzadzeniach, gdzie ze wzgledu na wy-
stgpujace awarie moga nastgpowac ich wycieki do srodowiska.

Podsumowanie

Wyniki oceny olejoéw tatwo biodegradowalnych takich jak olej
rzepakowy i niektore poliolestrowe oleje, a takze olejow nie ule-
gajacych szybkiej degradacji, ale charakteryzujacych si¢ poten-
cjalng zdolnoscia do biodegradacji, np. PAO 4 lub oleje polio-
lestrowe z zawada przestrzenna, wykazaty, ze test ISO 14593 jest
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odpowiedni do oceny biodegradacji substancji stanowiacych
mieszaning zwiazkow trudno rozpuszczalnych w wodzie. Zgod-
nie z procedura ISO 14593 mozna bada¢ oleje szybko biode-
gradowalne (OECD 310), lub tez przy zastosowaniu tej samej
aparatury przeprowadzic¢ test wg procedury OECD 302D (draft),
ktéra pozwala oszacowac potencjalng zdolnos¢ do biodegradacji
olejow w srodowisku.

Biodegradowalnos$¢ jest wlasciwoscia, ktora w wypadku olejow
smarowych stanowi istotne kryterium w ocenie ich oddziatywa-
nia na $rodowisko. Wtasciwos$¢ ta powinna by¢ przedstawiana
obok wtasciwosci eksploatacyjnych w ogolnej charakterystyce
oleju, gdyz z jednej strony pozwala przewidywac skutki przedo-
stawania si¢ oleju do srodowiska, z drugiej strony jest wymagana
przy projektowaniu nowych olejow, okreslanych jako biodegra-
dowalne lub mniej szkodliwe dla $rodowiska.
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