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Summary

Aromatic sulfonates are generally xenobiotic compounds with different applications
in household and industry. After use, many of these substances are disposed of to the
sewage treatment plant. Linear alkylbenzenesulfonate (LAS), 3-nitrobenzenesulfonate
(3-NBS) and 3-aminobenzenesulfonate (3-ABS) are typical representatives of this class
of substances and only contradictory information about their biodegradation in sewage
treatment plant is available. LAS is the most widely used synthetic surfactant. 3-NBS is
used in the textiles industry for processes yielding 3-ABS. Conclusive data on their
behaviour in sewage treatment plants are therefore of interest.

Biodegradation experiments were done with a laboratory trickling filter, a dynamic
system. The experimental approach allowed simultaneous determination of the decrease
of substance(s) in a test solution and of the CO; produced from the test substance(s).
The trickling filter was then developed into a test for the detection of refractory organic
carbon. Refractory organic carbon was obtained by firstly recycling filter eluate, to
which more test substance was added, and then recycling the eluate without readdition
until the dissolved organic carbon in the eluate was constant. The residual dissolved
organic carbon in the eluate is termed refractory.

No activated sludge from four communal treatment plants could degrade 3-NBS or 3-
ABS. In contrast, each of the sludges from two plants treating wastes from the textiles
industry was able to completely degrade 3-NBS or 3-ABS. Under certain conditions,
communal activated sludge acclimated to degrade 3-NBS, but inoculation with a
degradative sludge was a more efficient process. In the absence of a carbon source, the
degradative ability of trickling filters was retained for at least one week; thereafter, an
adaptation phase was required before rapid and extensive degradation of 3-NBS was
regained. Incomplete biodegradation of technical 3-NBS was detected. The nondegraded
residue was found to be 4-nitrobenzenesulfonate, a compound present as an impurity (5
%) in most commercial preparations of 3-NBS.

The degradation of a commercial LAS surfactant was also examined in the trickling
filter. About 60 % of the carbon applied as LAS was released as CO9, whereas 15 %
remained as dissolved organic carbon in the eluate of acclimated trickling filters. A
small amount of LAS adsorbed to activated sludge during the experiment. The tendency
to sorb was stronger with LAS species containing longer alkyl chains, the isomer
distribution of the adsorbed LAS differing from that in the educt. LAS and the eluates
from the trickling filter were amalysed by HPLC, UV- and IR-spectrometry. The
nondegraded carbon from acclimated filters still contained some aromatic sulfonates but
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no LAS-like material, which obviously had undergone complete primary
biodegradation. The eluate from the trickling filter containing the nondegraded materials
showed no detectable toxicity to algae or Daphnia, and its surface tension was about
that of water.

Four commercial preparations of LAS and related compounds were examined in the
test to detect refractory organic carbon. The four commercial LAS preparations
contained different levels of impurities (2 % to about 17 %, according to the producers)
which were largely dialkyltetralinesulfonates (DATS) and branched-chain
alkylbenzenesulfonates (bABS). The refractory organic carbon remaining after
biodegradation varied from 3 % to 14 % depending on the LAS under study. The
residues were examined by HPLC and 50 to 100 peaks were observed.

The biodegradation of C12-DATS (isomers with a total of 12 non-aromatic carbon
atoms) and bABS were examined on a laboratory trickling filter, and partial
biodegradation was detected. Refractory organic carbon was found, 57 % in the case of
bABS and 66 % in the case of C12-DATS. The refractory components derived from the
four commercial LAS samples, from CI12-DATS and from bABS were analysed
quantitatively for organic sulfur, and their chemical structures were determeined by GC-
MS. Global analyses indicated large amounts of arylsulfonates in the refractory material.
Analyses by GC-MS showed many mono- and di-carboxylated DATS and
sulfophenyl(di)carboxylates as well as sulfonated and unsulfonated compounds of
unknown structure.

Desulfonation of aromatic sulfonates by microorganism was examined in batch
cultures in nutrient medium, which excluded the utilization of each sulfonate as a carbon
source. Pseudomonas putida S-313 (DSM 6884) grew in sulfate-free medium when the
sole sulfur source supplied was one of several arylsulfonates. In each case, the
desulfonation products were the corresponding phenols, which were identified by GC-
MS or H-NMR. Commercial LAS disappeared solely due to adsorption to the cells in
medium containing strain $-313. However, a mixed culture desulfonated components of
the LAS surfactant to the corresponding phenols, which were identified by GC-MS.

The data show that LAS, 3-NBS and 3-ABS are inherently biodegradable, whereas
the biotransformed products of the impurities in commercial LAS preparations, namely
DATS and bABS are persistent under appropriate conditions. Some of the latter may be
subject to desulfonation.



Zusammenfassung

Aromatische Sulfonsduren sind xenobiotische Verbindungen, die fiir die
unterschiedlichsten Anwendungen in Haushalt und Industriec gebraucht und vielfach
iiber das Abwasser entsorgt werden. Ihr biologisches Abbauverhalten in Kliranlagen ist
daher von besonderem Interesse. Lineares Alkylbenzolsuifonat (LAS), 3-
Nitrobenzolsulfonat (3-NBS) und 3-Aminobenzolsulfonat (3-ABS) sind typische
Vertreter dieser Substanzklasse. Uber deren Abbauverhalten liegen widerspriichliche
Angaben vor. Die LAS sind die weltweit am hiufigsten eingesetzten synthetischen
Tenside. Die 3-NBS wird von Textilbetricben verwendet, wobei ein Teil der
eingesetzten Menge zu 3-ABS reduziert wird. Diese Verbindungen werden
vollumfinglich iiber das Abwasser entsorgt.

Zur Untersuchung der biologischen Abbaubarkeit wurde ein Labortropfkorper
verwendet. Die experimentelle Anordnung erlaubte es, sowohl Substratschwund als
auch COj-Produktion aus dem Substrat nachzuweisen. Mit Hilfe des Tropfkorpers
wurde ein Test zur Erkennung von refraktirem organischem Kohlenstoff entwickelt.
Persistente Verbindungen liessen sich in diesem Testsystem anreichern und wurden in
der Folge dem Belebtschlamm als einzige Kohlenstoffquelle zugefiihrt. Der
verbleibende geloste organische Kohlenstoff wurde als refraktir bezeichnet.

Von vier untersuchten Belebtschlimmen aus kommunalen Kldranlagen baute keiner
3-NBS und 3-ABS ab, wihrend zwei Belebtschlimme aus der Behandlung von
Textilindustricabwasser beide Substanzen vollstindig abbauten. Unter bestimmten
Bedingungen erlangte kommunaler Belebtschlamm die Fihigkeit, 3-NBS abzubauen.
Nach Beimpfen von kommunalem mit adaptiertem Belebtschlamm, setzte die
Abbaufihigkeit fiir 3-NBS und 3-ABS ein. In Abwesenheit einer Kohlenstoffquelle,
verlor der Belebtschlamm im Tropfkorper innerhalb einer Woche die Fihigkeit zum
spontanen biologischen Abbau von 3-NBS. Diese wurde aber nach einer gewissen
Adaptationszeit zuriickgewonnen. Der biologische Abbau von technischem 3-NBS
erfolgte in allen untersuchten Fillen nur unvollstindig. Der nicht abgebaute Riickstand
konnte mit HPLC und MS-Analysen als 5 %-ige Verunreinigung des
Ausgangsproduktes durch 4-Nitrobenzolsulfonat identifiziert werden.

Unabhéingig von der LAS Konzentration und der Herkunft verschiedener
Belebtschlimme wurde fiir technische LAS eine Mineralisationsrate von 60 % und 15 %
nicht abgebauter geléster organischer Kohlenstoff gefunden. Eine kleine Menge von
LAS adsorbierte wiihrend des Experiments an den Belebtschlamm. LAS Molekiile mit
lingerer Alkylkette zeigten eine grossere Tendenz zur Adsorption, so dass sichi dic
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Isomerenzusammensetzung der adsorbierten LAS deutlich von derjenigen im
Ausgangsprodukt unterschied. LAS und die nicht abgebauten Anteile wurden HPLC-
analytisch und UV- und IR-spektroskopisch untersucht. Der nicht abgebaute Riickstand
enthielt keine LAS mehr, setzte sich aber vorwiegend aus aromatischen Sulfonsiuren
zusammen, was die Vollstindigkeit des Primirabbaus belegt. Die Tropfkérpereluate mit
den nicht abgebauten Verbindungen zeigten keine detektierbare Toxizitit fiir Algen und
Daphnien und ihre Oberflichenspannung lag im Bereich von Wasser.

Vier unterschiedliche technische LAS wurden neben verwandten Verbindungen im
Test zur Erkennung von refraktirem organischem Kohlenstoff untersucht. Die vier
technischen LAS enthielten als Verunreinigungen unterschiedliche Mengen an
Dialkyltetralinsulfonaten (DATS) und an verzweigten Alkylbenzolsulfonaten (bABS) (2
% - 17% gemiss Herstellerangaben). Die gefundenen Anteile an refraktirem
organischem Kohlenstoff variierten je nach LAS und unabhéngig von der Herkunft des
Belebtschlammes zwischen 3 % und 14 %. Die refraktiren Verbindungen wurden mit
HPLC-Analysen untersucht, wobei 50 - 100 Signale beobachtet wurden.

Im Tropfkorper wurden C12-DATS (Dialkyltetralinisomere, die total 12 nicht
aromatische Kohlenstoffatome enthalten) und bABS partiell abgebaut. Refraktirer
organischer Kohlenstoff wurde in Mengen von 57 % im Falle von bABS und 66 % im
Falle von C12-DATS gefunden. Die refraktiren Verbindungen von vier technischen
LAS sowie von bABS und C12-DATS wurden quantitativ auf ihren Gehalt an
organischem Schwefel und qualitativ mit GC-MS analysiert. Mono- und dicarboxylierte
DATS sowie Sulfophenylcarbonsduren wurden, neben unbekannten Verbindungen mit
und ohne Sulfonatfunktion, als Hauptkomponenten gefunden.

Die Desulfonierung aromatischer Sulfonsiuren durch Mikroorganismen wurde mit
statischen Kulturen und mit einem Nihrmedium durchgefiihrt, das die Verwertung der
Sulfonsduren als Kohlenstoffquelle ausschliesst. Pseudomonas putida S-313 (DSM
6884) wuchs in sulfatfreiem Medium, wenn die einzige zugefiihrte Schwefelquelle
einzelne Arylsulfonate waren. Die Desulfonierungsprodukte waren in allen Fillen die
korrespondierenden Phenole, welche mit GC-MS oder 1H-NMR identifiziert wurden.
Technisches LAS verschwand durch Adsorption an die Zellen das Stamms S-313 aus
der Nihrlosung. Die Mischkultur L6 hingegen desulfonierte LAS Komponenten zu den
korrespondierenden Phenolen, welche mit GC-MS identifiziert werden konnten.

Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen die grundsitzliche biologische
Abbaubarkeit von LAS, 3-NBS und 3-ABS und zeigen, dass die Verunreinigungen in
technischen LAS, namentlich DATS und bABS, zu persistenten Verbindungen fiihren.





