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Biodegradacja malationu
w procesie fermentacji metanowej

Proces fermentacji metanowej jest bardzo czuly na wszelkiego rodzaju zmiany Srodowis-
ka. W4ro6d zwiazkow toksycznie dzialajacych na proces nalezy zwréci¢ uwage na pestycydy -
chemiczne Srodki ochrony roflin, ktére celowo wprowadza si¢ do Srodowiska w celu znisz-
czenia pasozytow ro§linnych i zwierz¢cych. Pozostalo$ci tych ksenobiotykéw moga utrudniaé
lub hamowaé procesy stosowane w oczyszczalniach §ciekow lub przerébce osadow $cieko-
wych. W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu malationu - przedstawiciela
grupy insektycydow fosforoorganicznych na przebieg procesu fermentacji metanowej.
Wplyw malationu na proces fermentacji metanowej, a takze jego trwalo$¢ i tym samym po-
datno$é na rozklad przebadano w zakresie stezen 0,5+3000 mg/dm® (3,2 - 10~ do 1,87 g/g
s.m.o.). Badania potwierdzily niska trwalo$¢ zwiazku w warunkach beztlenowych. Stezenie
toksycznie wplywajace na przebieg procesu fermentacji metanowej wynosilo 0,32 g/g s.m.o.
Potwierdzaja to parametry procesu fermentacji, takie jak: spadek dobowej produkeji bioga-
zu, spadek odczynu, wzrost steZzenia lotnych kwasow organicznych oraz sklad gazu fermen-
tacyjnego. Wykazano, ze procesy degradacji prowadza do detoksykacji zwigzku, a powsta-
jace metabolity przemian nie wykazuja wzrostu toksycznoS$ci. Stopien rozkladu malationu
w warunkach fermentacji metanowej wynosil od 84,2 do 99,9%. W gazie fermentacyjnym
stwierdzono od 2 do 2,5% zawartoS$ci siarkowodoru, co potwierdza przebieg reakcji biode-
gradacji malationu w kierunku rozerwania wiazania P = S.

Stowa kluczowe: malation, fermentacja metanowa

Wstep

W Europie i w Polsce w chemicznej ochronie upraw stosuje si¢ insektycydy
fosforoorganiczne, pyretroidy, karbaminiany i w niewielkim stopniu weglowodory
chlorowane. Migracja pestycydéw w Srodowisku i powszechnos¢ ich stosowania
nie pozostaje bez wplywu na procesy oczyszczania Sciekow czy stabilizacji osa-
dow. W literaturze niewiele jest danych na temat wystgpowania pestycydow
w Sciekach i w osadach $ciekowych. Informacje dotyczace biodegradacji pestycy-
doéw w srodowisku wykazuja [1-8], ze szczegdlnie w przypadku persystentnych
zwigzkow procesy beztlenowe moga by¢ wydajniejsze w porownaniu z tlenowymi.
Tak wiec podjecie tematu zbadania trwalosci pestycydow w procesie fermentacji
metanowej [5, 9, 10] jest uzasadnione i pozwoli sformulowaé¢ wnioski o praktycz-
nym znaczeniu w technologii stabilizacji osadow czy tez w procesach unieszkodli-
wiania odpadéw niebezpiecznych zawierajacych wycofane z obiegu czy przetermi-
nowane pestycydy. W badaniach dotyczacych wplywu insektycydéw na proces
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fermentacji metanowej stosowano malation - pochodna ditiofosforanéw z grupy
insektycydow fosforoorganicznych. Zgodnie z Decyzja Komisji [1] z dnia 6
czerwca 2007 r., dotyczaca niewlgczenia malationu do zalgcznika I do Dyrektywy
Rady 91/414/EWG oraz cofnigcia zezwolen na srodki ochrony roslin zawierajace
te substancje (notyfikowana jako dokument nr C(2007) 2337), szczegdlnie waznym
zagadnieniem jest okreslenie mozliwosci biodegradacji tego zwigzku w procesach
przerdbki osadow prowadzonych w warunkach beztlenowych.

1. Charakterystyka i przemiany malationu w srodowisku

Malation jest pochodng kwasu tionotiolofosforowego o wzorze sumarycznym
C]OH]QOﬁPSz 1 strukturalnym:

CHO _ _s
cHo
S—CH— cooc,f,

CH;— COOC,H,

oraz nazwie chemicznej: ditiofosforan O,0-dimetylo-S-1,2 bis-(etoksykarbonylo)-
etylu.

Chemicznie czysty malation jest jasnobrazowa ciecza o intensywnym, nieprzy-
jemnym zapachu i temperaturze wrzenia 156+170°C/0,7 mmHg. Rozpuszczalnosé¢
w wodzie wynosi 145 mg/dm’® (25°C), natomiast wiecej niz 1 kg/dm’® rozpuszcza
si¢ W acetonie, acetonitrylu, dichloroformie, toluenie; w heptanie rozpuszcza si¢
w ilo$ci 65+93 mg/dm’. Malation jest stosunkowo trwaly w obojetnych roztworach
wodnych, tatwo natomiast hydrolizuje w Srodowisku kwasnym o pH ponizej 5
i Srodowisku zasadowym o pH powyzej 7 [2, 3]. Jest insektycydem zaliczanym do
IV klasy toksycznos$ci. LDsy dla szczura (per os) wynosi 1375 mg/kg [4].
Doniesienia literaturowe [3, 4] wykazuja, ze w przemianach malationu dominuja
reakcje hydrolizy estréw karboksylowych, reakcje utleniajacej desulfuracji oraz
ortodemetylowania. Reakcje hydrolizy wigzan estrowych zachodzg nie tylko
w macierzystym zwiazku (rys. 1), ale rowniez w czasteczce analogu tlenowego.
Tworza si¢ kwasy a- i f-karboksylowe oraz dikarboksylowe. Dalsze ich przemiany
polegaja na rozerwaniu wigzania P-S, co w koncowym efekcie prowadzi do kwasu
merkaptamaleinowego (rys. 2).

Takim przemianom podlega malation w $rodowisku glebowym [4], w ktorym
rozszczepienie wigzania P-S prowadzi do produktéw koncowych, takich jak kwas
merkaptamaleinowy oraz ester dietylowy kwasu maleinowego (rys. 3). Produkty
przemian malationu w $rodowisku w warunkach tlenowych i beztlenowych przed-
stawiono na rysunku 4.

Z literatury wynika, ze w przemianach dominuja reakcje zachodzace w wiaza-
niach karboksyloestrowych (produkty I, IV, V, VI, XI, XII), a przemiany (produkty
I, IV, XII, IX na rysunku 4) zachodza tylko w warunkach beztlenowych.



Biodegradacja malationu w procesie fermentacji metanowej

367

CH,0
S
/P

\
CH,0 / o0 s ~fpH-c00 C,H,

s
N o7
P CH,—COOH CHO ¢
CHO | ~Na ~ o7
3 sfﬁ:choocsz ~P

|
CH,— COOC H, o s CHO §—cH—cooH
P
b
CH,0 | CHZ*COOH

S*?H —COOH /V

CH,— COOC,H,
kwasy a,B-karboksylowe kwas dikarboksylowy
Rys. 1. Reakcje hydrolizy czasteczki malationu

H—C—COOC,H,

HS—ﬁ—COOH

H—C—COOH H— C— COOC,H,
Rys. 2. Kwas merkaptamaleinowy Rys. 3. Ester dietylowy kwasu maleinowego
HO\P _s
m.p.b cH,o” s CH-COOCH,
CHO _s
DL @y  CHrCOOCH,
CH,0” 8~ CH-COOC,H,
CHS =0 F~oH~ HS™ CH-COOC,H;
CH,-COOC,Hy [ ——> / PQ e
) CH,0 §~ CH-COOC,H; H,-COOC,Hy
Malation |
(X CH,-COOC,H, (Vi
m,p,i, b oraz HS-G.COOC,H;  H-G-COOC,H
H-C-COOC,H;  H-C-COOC,H,
CHO _s ) )
N
CH,0” 8= CH-COOC,H,
(XI)  CH,-COOH
m,p,i b
CHSO\ S CH30\P/S
N
oH,0” DS=CH-COOH — oHo” s CH.COOH
(D& CH,-COOC,H (V) CH,-COOH
He~¢-cooH
H-C-COOH
CH3O\P _o *
e’ Ds- CH-CO0CH,
j
CH;0. o X CH -COOH
N A (%]
S CH,O_ 0
CH,0” S=CH-COOC,H, PLg

CH,0” 8= OH-COOH
/ (i)  CH-COOH

() CH,COOC,H;

CH,O._ 0
cH,0” \s— CH-COOH

() CH;COOC,H,

Rys. 4. Transformacje malationu w Srodowisku [2-5]
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2. Cel i zakres badan

Celem badan bylo wykazanie, czy malation wptywa hamujaco na przebieg
procesu fermentacji metanowej osadéw Sciekowych oraz jaka jest biochemiczna
trwalos¢ tego zwiazku w warunkach beztlenowych.

3. Charakterystyka substratu

Substratem wejsciowym do fermentacji metanowej byl osad nadmierny
z oczyszczalni $ciekow w Swiebodzinie. Osad zaszczepiono w proporcji 3:1 osa-
dem przefermentowanym pobranym z wydzielonych komor fermentacyjnych
z oczyszczalni $ciekéw w Swiebodzinie. Mieszanina osadéw charakteryzowala sie
zawartoscia suchej masy od 50 do 55 g/dm® (w tym 64+75% stanowita sucha masa
organiczna) i pH od 6,8 do 7,4. Osady przed wprowadzeniem do laboratoryjnych
komor fermentacji cedzono przez sito i dobrze mieszano. Mozliwie jednorodna
mieszaning poddawano procesowi fermentacji. Po wpracowaniu komoér fermenta-
cyjnych, tj. w 4-6 dobie od zapoczatkowania procesu, dodawano do osadéw odpo-
wiednich dawek malationu.

4. Opis stosowanej aparatury, metodyka oznaczen

Fermentacje metanowa osadow Sciekowych z badanym pestycydem prowadzo-
no w skali laboratoryjnej metoda periodyczng (uktad nieprzeplywowy). Komorami
fermentacyjnymi byly butle szklane o pojemnosci 3 dm’, umieszczone w 12-stano-
wiskowym termostacie wodnym. Butle przytaczone byly do wyskalowanych biuret
gazowych wypelnionych nasyconym roztworem NaCl, ktore pehily role mierni-
kéw gazu fermentacyjnego. Pogladowy schemat stanowiska badawczego przed-
stawia rysunek 5.

Proces fermentacji prowadzono w temperaturze 35 £2°C. Przebieg procesu ob-
serwowano zgodnie z PN-75/0-04616.07 poprzez codzienna kontrole objetosci
wydzielonego gazu, temperatury i ci$nienia. Badania rozpoznawcze wykazaly, ze
najwicksza produkcje gazu uzyskiwano w probach w 4+6 dobie trwania procesu
i dlatego w tym czasie dodawano do osadow odpowiednich dawek malationu.

Dawki podawane sa w nastepujacych jednostkach: mg/dm’ oraz g/g s.m.o. -
gramy substancji na gram suchej masy organicznej osadu.

W prébkach osadow po fermentacji oprocz ww. oznaczen badano pozostatosci
pestycydow w osadach i w cieczy nadosadowej z zastosowaniem iloSciowej anali-
zy chromatograficznej. Badania wykonano na chromatografie gazowym z wyko-
rzystaniem detektora TID po sporzadzeniu odpowiednich ekstraktow (do ekstrakcji
uzyto czystego n-heksanu firmy Merck).

Obliczenia wynikow analiz przeprowadzono na podstawie danych retencyjnych
z analiz probek i wzorcow oraz ilosciowej interpretacji wedlug zaadaptowanej
normy PN-78/C-04608.
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Rys. 5. Schemat stanowiska badawczego

W osadach przed fermentacja oznaczano:
— sucha mase¢ osadow zgodnie z PN-78/ C-04541

— sucha mas¢ organiczng PN-78/ C-04541
— odczyn PN-91/C-04540/05
— kwasy lotne PN-75/C-04616/04

W wytypowanych probkach okreslano sklad gazu fermentacyjnego metoda
chromatografii gazowej, stosujac aparat Chrom 5 produkcji CSRL.

Sumy dobowych przyrostow gazu i wydajnosci gazu zawarte w tabelach i na
wykresach odniesione sa do warunkéw normalnych, tzn. p=1013 hPai T =273 K.

5. Wyniki badan

Wplyw malationu na fermentacje metanowa osaddéw Sciekowych, a takze jego
persystencje (trwato$¢) i tym samym podatnos$é na rozktad w warunkach beztleno-
wych przebadano w zakresie stezei od 0,5 do 3000 mg/dm’, co odpowiadato
3,2+ 107 - 1,87 g/g s.m.o. Podstawowe parametry charakteryzujace przebieg pro-
cesu fermentacji metanowej zestawiono w tabeli 1.

Stezenia malationu do 1000 mg/dm’ nie wywolywaly negatywnych zmian
w przebiegu procesu fermentacji. W probkach obserwowano nawet stymulacje
procesu i okolo 10% zwigkszenie produkcji gazu. Wydajnosci produkcji gazu
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oscylowaly w granicach wydajnosci produkcji odnotowanej dla probki kontrolnej
i byly w zakresie od 649,7 do 672,9 dm’/kg s.m.o. Na wyrdwnanym poziomie
utrzymywaly si¢ tez pozostate parametry okreslajace stabilnos¢ fermentacji meta-
nowej, a mianowicie stezenie kwasow lotnych i pH. Wartosci tych parametrow by-
ly zblizone do probki kontrolnej i jedynie w probee o zawartosci 1000 mg/dm® ma-
lationu nastapil wzrost stezenia kwaséw do 274 mg/dm’, co wplyneto na obnizenie
odczynu do 6,94.

Objawy inhibicji procesu wystapity w probee, w ktdrej stezenie malationu wy-
nosifo 5000 mg/dm”* (0,32 g/g s.m.o.). Produkcja gazu ulegla obnizeniu, co prawda
tylko o 17%, ale bardzo znaczaco obnizyla si¢ srednia wydajnos¢ produkowanego
gazu i wynosita 326 dm’/kg s.m.o., co stanowilo tylko 47% wydajnosci uzyskiwa-
nej w probkach przebiegajacych bez zaktocen. Zaobserwowano takze wzrost steze-
nia kwaséw lotnych do 968,5 mg/dm’ CH;COOH i obnizenie odczynu do wartosci
6,6. Dalsze zwiekszanie dawki insektycydu nasilalo objawy hamowania procesu.
Wydajnos¢ gazu obnizala si¢ proporcjonalnie do zwickszajacej sie dawki malatio-
nu. Nasilaty si¢ réwniez objawy hamowania procesu z powodu czynnikdw we-
wnetrznych, np. stezenie kwaséw lotnych osiggneto warto$é 1799,7 mg/dm’ przy
odczynie 6,3 w probce o zawartosci 30 000 mg/dm’ malationu. Sume dobowych
przyrostow gazu podczas fermentacji osadow z wybranymi dawkami malationu
przedstawiono na rysunku 6.
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Rys. 6. Suma dobowych przyrost6w gazu podczas fermentacji osadéw z zawarto$cia malationu
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Po zakonczeniu procesu fermentacji zarowno w cieczy, jak i w osadzie ozna-
czono zawarto$é pozostalego malationu. Analiza chromatograficzna wykazata wy-
soki stopien rozkladu zwiazku, ktéry wynosit 99,9+89.4% (tab. 1). Swiadczy to
o duzej podatnosci malationu na proces biodegradacji w warunkach biocenozy bez-
tlenowej. Wigksze pozostatosci malationu wykrywane byly w osadach niz w cieczy
nadosadowej. W gazie fermentacyjnym (tab. 2) stwierdzono od 2 do 2,5% zawar-

tos¢ H,S w zaleznosci od stezenia dodawanego pestycydu.

Tabela 2
Sklad gazu fermentacyjnego - probki osadow z zawarto$cia malationu
Doba po Malation Malation Malation
dodaniu Parametry gazu Probka 5000 10 000 15 000
pestycydu kontrolna mg/dm3 mg/dm3 mg/dm3
gg“ Z//‘; 63,74 69,24 53,12 48,53
. 2% 21,12 16,62 19,83 39,12
3 N2 o 12,48 9,23 22,41 14,61
st o, 0,56 1,54 3,25 2,16
2> 70 0,03 2,20 - 2,25
Wmiﬁcnf]’g%k’wa 25122 28 043 22139 18 695
gg“ ://: 65.26 73.16 56.84 53.08
U 2 0, 18,26 17,08 21,16 27,16
g N2 o 9.49 5,64 16,06 12,61
st o, 2,16 1,16 2,18 3,16
22 70 0,05 2,08 2,10 2,31
Wmiﬁcnf]’g%k’wa 22984 29 235 24 177 22169
(élé“ ://: 61,24 68,26 49,05 45,18
" 2 0, 24.16 15,82 24,16 32,56
. N2 o 8.51 9,24 23,06 13,64
Hg o 1,83 1,16 2,01 4,18
20 0,02 2,52 2,02 2,21
Wa”‘l’jcﬂf]’gl%mwa 24 658 27273 18 855 17 627
(ng“;/" 59,16 39,18
270 30,08 ) 37,83
H, % 780 nie pobrano 20.06
20 N, % 2’ 60 prébkj do n.b. 0 ’92
H,S % ’_ analizy 2’03
Wa”‘l’jcﬂf]’gl%mwa 23730 11972

n.b. - nie badano

Zgodnie z pracami Kroissa i Wabnegga [11], 2,5% udziat siarkowodoru w gazie
fermentacyjnym w temperaturze 35°C odpowiada stezeniu okoto 60 mg/dm’ H,S
w roztworze przy 6,5 pH. Stezenie
> 50 mg dm® wywoluje ponad 40% hamowanie metanogenezy.

siarkowodoru w cieczy osadowej
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Podsumowanie

Przedstawione wyniki badan potwierdzaja duza podatno$¢ malationu na biode-
gradacje w warunkach anaerobowych. W catym zakresie stosowanych stezen (tab.
3) stopien rozkladu byl wysoki i wynosit 99,9+84,2%. Mozna domniemywac, ze
rozklad tego zwigzku w warunkach fermentacji metanowej polega na reakcjach
hydrolizy grup karboksylowych i dalej poprzez jednoetylowe estry i krétkotancu-
chowe kwasy alifatyczne do produktéw koncowych: CH, i CO,. Pojawienie si¢
siarkowodoru w gazie fermentacyjnym wskazuje jednak na reakcje, w wyniku kto-
rych w ukladzie pojawia si¢ siarka. Tymi reakcjami sa przedstawione na rysunku 4
reakcje rozszczepienia wigzania P-S. Inhibicyjny wplyw malationu na proces
fermentacji metanowej zaobserwowano przy bardzo wysokich stezeniach
(0,32 g/g s.m.o.). Tak wysokie stezenia toksyczne potwierdzaja, ze tworzace si¢
metabolity przemian powoduja spadek toksycznosci, a wiec detoksykacje zwigzku.

Tabela 3
Skuteczno$¢é usuwania malationu w procesie fermentacji metanowej
Malation
Zawartos¢ i stezenie poczatkowe Stopien usuwania
mg/dm’ g/g s.m.o. %
10 6,610 96.3
100 6,7-107° 99,7
500 3,6 107 99.6
1000 6.8-107 99,9
5000 0,32 89,4
10 000 0,54 94,0
15 000 1,06 95,7
20 000 1,39 96,1
30 000 1,87 84,2

Analiza chromatograficzna pozostalosci insektycydéw w osadach po procesie
fermentacji potwierdzila hipoteze, ze pestycydy kumuluja si¢ w osadach. We
wszystkich probach stwierdzono, ze pozostatosci pestycydow po procesie fermen-
tacji wystepowaly w osadach, natomiast tylko niewielkie ilosci wykrywano w cie-
czy nadosadowe;j.

Pojawianie si¢ siarkowodoru w gazie fermentacyjnym w ilosciach proporcjo-
nalnych do stezenia pestycydu powoduje reakcje polegajace na rozerwaniu wigza-
nia P-S, co w efekcie, zgodnie ze schematem przemian malationu (rys. 4), prowa-
dzi do kwasu merkaptamaleinowego. Uzyskany w badaniach wysoki stopien
degradacji w warunkach fermentacji metanowej zwigzku z grupy insektycydow
jest naukowym potwierdzeniem przypuszczen innych autoréw [3, 6] co do mozli-
wosci rozktadu pestycyddw w procesach beztlenowych, a zatem stanowi element
nowosci w obszarze przemian pestycydow w srodowisku.
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Malathion Biodegradation in Methane Digestion Process

The methane digestion process is very sensitive to all possible variations in its parame-
ters. In the group of compounds exerting a toxic effect on digestion process should pay atten-
tion to pesticides - chemical plant protection products, which are intentionally introduce into
the environment in order to destroy plant and animal parasites. Residues of these xenobio-
tics may interfere or inhibit the processes used in sewage treatment plants or sewage sludge
treatment. In the article the results of effect of malathion as representative grup of phos-
phoorganic insecticide on fermentation process are shown. Impact of malathion on methane
digestion process and its stability and thus its degradability tested in the range of concentra-
tions 0.5+-3000 mg/dm’ (from 3.2 - 10~° to 1.87 d.m.). The results of the research confirm low
persistence of malathion in anaerobic conditions. The toxic concentration influence on me-
thane digestion process was 0.32 d.m. The results confirm also the process parameters such
as: decrease in daily production of biogas, decrease in pH, increase of volatile organic acids
concentration and fermentation gas compound. Demonstrated that matathion metabolism
leads to detoxication of compound and the resulting metabolites do not show increase toxici-
ty. The degree of degradation of malathion in a methane fermentation ranged from
84.2+99.9%. The concentration of hydrogen sulfide in biogas ranged from 2.0 to 2.5% con-
firm degradation of malathion of which consist in P =5 bond cleavage.

Keywords: malathion, methane digestion process



