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ROK LXVI

Bioremediacja gleb zaolejonych z wykorzystaniem

sorbentow

Wprowadzenie

Skazenie srodowiska przyrodniczego i jego postgpujaca
dewastacja, bedaca wynikiem dzialalno$ci przemystowe;j
czlowieka, wymaga podj¢cia intensywnych zabiegow
majacych na celu przywrdcenie pierwotnego stanu wod,
powietrza i gleby.

Gleba skazona substancjami ropopochodnymi, ktora
staje si¢ odpadem zaliczanym do kategorii tzw. odpadow
niebezpiecznych, czyli takich, ktore sa szczegodlnie szkodli-
we dla zycia biologicznego i prawidlowego funkcjonowania
ekosystemu, stanowi do$¢ duzy problem [12].

W ciagu ostatnich 50-ciu lat zuzycie podstawowego krajo-
wego surowca energetycznego (jakim jest wegiel kamienny)
zmniejszylo si¢ o prawie 50%, przy kilkakrotnym wzro$cie
zuzycia ropy naftowej i gazu ziemnego [3, 26]. W Polsce,
w strukturze zuzycia energii pierwotnej w 2006 roku udziat
gazu ziemnego wyniost 12,5%, ale byt zdecydowanie nizszy
w poréwnaniu z innymi krajami UE. Bariera ograniczajaca
rozw0j moze okazac si¢ relatywnie wysoka cena gazu, uza-
lezniona od ceny ropy naftowej na gietdach $wiatowych [8].
Niestety, szybko wzrastajace zuzycie ropy naftowej ma swoje
negatywne skutki dla srodowiska przyrodniczego.

Wystepowanie tzw. gleby zaolejonej w Polsce dotyczy
tysiecy hektaréw bytych jednostek i lotnisk wojskowych,

a takze instalacji przemystu rafineryjnego, stacji benzy-
nowych, przepompowni i baz paliwowych, eksploatacji
cystern, obszarow pod rurociggami, stacji obstugi maszyn
1 pojazdow. Skazenia znajdujace si¢ w gruncie osiagajq bar-
dzo wysoki poziom, ktory cze¢sto przekracza dopuszczalne
normy. Ponadto zwiazki organiczne, zawarte w paliwach
i olejach, w ktorych rozpuszczone sa toksyczne dodatki
uszlachetniajace, chlorowcopochodne i wielopier§cieniowe
weglowodory, wykazujq tendencje do migracji, zagrazajac
w ten sposob wodom gruntowym i powierzchniowym
[25, 28].

Whnikanie paliwa do gruntu, podczas jego rozlewu,
odbywa si¢ pod wptywem dziatania sit cigzkosci, sit kapi-
larnych oraz adsorpcyjnych. Migracja benzyny w gruncie
jest od 6 do 10 razy szybsza niz wody. Sposéb, w jaki
weglowodory beda migrowac w glab gruntu zalezy od
jego przepuszczalnosci. Moze ona zachodzi¢ w pionie
i/lub w poziomie. W gruncie dobrze przepuszczalnym
migracja odbywa si¢ w pionie, a nast¢pnie, gdy osiagnie
poziom zwierciadta wéd podziemnych — w poziomie.
Jest to bardzo niebezpieczne, gdyz zagraza rezerwuarom
wody pitnej. Dlatego istotnym wydaje si¢ zastosowanie
sorbentow w pierwszym etapie rekultywacji gleby [27].

Samorzutne oczyszczanie zaolejonej gleby

Czgsto proces samorzutnego oczyszczania zaolejonej
gleby jest dlugotrwaly i wiaze si¢ zardwno z przebiegiem
spontanicznych reakcji fizykochemicznych, ktore prowa-
dza do rozktadu skazen, jak réwniez z wystgpowaniem na
danym obszarze autochtonicznych organizmoéow zywych
o specyficznej aktywnosci enzymatycznej. Organizmy te
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zdolne sa do tzw. bioremediacji zanieczyszczen, czyli ich
unieszkodliwiania, na skutek rozktadu i utlenienia (biode-
gradacji), przyswojenia (asymilacji), badz przetworzenia
na nietoksyczne zwiazki chemiczne, czyli biotransfor-
macji [1]. Stabo przyswajalne i trudno metabolizowane
zwiazki, obce w srodowisku naturalnym, sa unieczynniane



przez organizmy, ktére dysponuja metabolicznym poten-
cjatem rozktadu ksenobiotykow, wsrdd ktorych wyrdznié
mozna — naturalnie zasiedlajace rejony skazen — mikroor-
ganizmy prokariotyczne i eukariotyczne (glownie bakterie,
promieniowce i drozdze), grzyby oraz niektére gatunki
roslin wykazujace mozliwosci fitoremediacji [2, 24].

Liczne dos§wiadczenia dowodza mozliwosSci zastosowa-
nia w bioremediacji gleb drobnoustrojow wykorzystujacych
produkty ropopochodne, jako jedyne Zzrodto wegla i energii.
Stanowia one niewielka ilo§¢ w ogolnej liczbie bakterii
glebowych (0,01-1%). Liczebno$¢ jednostek propagacyj-
nych bakterii powinna by¢ wigksza od 105/g s.m. gruntu.
Nalezy zapewni¢ roznorodnos¢ gatunkowa drobnoustrojow
synergistycznie zaleznych od siebie, przy wykluczeniu
mikroorganizméw chorobotworczych, tj.: Pseudomonas
aeruginosa czy Kliebsiella pneumoniae [33].

Wigkszos¢ reakcji biochemicznych przebiega w grani-
cach odczynu obojetnego pH ~ 7,2. Czgsto zaleca si¢ do-
dawanie wapna w ilosci okoto 20-30% do gleb kwasnych,
aby zwigkszy¢ ich pH i zneutralizowac kwasy powstajace
podczas biodegradacji (np. prochnica nasycona Ca zatraca
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swe wlasciwosci hydrofilowe, co utatwia proces wiazania
WWA ijednocze$nie zmniejsza ich podatno$¢ na rozktad
mikrobiologiczny) [15]. Wptyw temperatury na intensyw-
no$¢ biodegradacji jest znany. Wzrost temperatury o 10°C
zwigksza szybko$¢ reakcji enzymatycznych 2—3-krotnie.
Podkresli¢ nalezy, ze juz w 15°C duza aktywno$¢ meta-
boliczna wykazuja mikroorganizmy psychrofilne. Uznaje
si¢, ze bioremediacja zachodzi efektywnie w zakresie
temperatury 20-30°C [16].

W niektorych okoliczno$ciach, jak w przypadku degra-
dacji zwiazkow chloroorganicznych, stosuje si¢ systemy
mieszane: beztlenowo-tlenowe. Pierwszy etap procesu
odbywa si¢ w warunkach beztlenowych, celem dechlo-
racji zwiazku, natomiast etap drugi, tlenowy, zapewnia
ostateczna degradacje¢ zwiazku organicznego.

W warunkach beztlenowych akceptorem elektronow
i wodoru oderwanego od substratu organicznego moga byé
azotany, siarczany czy weglany. W tym przypadku jednak
rozktad mikrobiologiczny zanieczyszczen jest znacznie
wolniejszy, a powstajace produkty moga mie¢ charakter
toksyczny [7].

Zastosowanie sorbentow w procesie bioremediacji

Konsekwencja wystapienia skazen o szczeg6lnie wy-
sokiej toksycznosci lub zanieczyszczenia gleby na sku-
tek naglych awarii (wycieki spod rurociagow, wypadki
cystern, awarie pomp, itp.) moze by¢ calkowity zanik
zycia biologicznego, ktory uniemozliwia podjgcie procesu
samooczyszczania sSrodowiska glebowego. W takich przy-
padkach przeprowadzenie bioremediacji zanieczyszczen
mozliwe jest przez zastosowanie odpowiedniego sorbentu
oraz wprowadzenie do gleby aktywnych drobnoustrojow,
tolerujacych skazone srodowisko zanieczyszczen [10].

Unieruchamianie biomasy na r6znych nosnikach jest
czynnikiem wspomagajacym biodegradacje zanieczyszczen
— szczegoblnie zwiazkow trudno rozktadalnych. Poza tym
no$nik stanowi doskonalq barierg dla wszelkich toksycz-
nych zwiazkow, zwigkszajac tym samym przezywalno$¢
mikroorganizméw w §rodowisku naturalnym. Ponadto,
w nosniku, wraz z drobnoustrojami moga by¢ zatrzymane
substancje odzywcze, m.in. sole biogenne i witaminy,
majace pozytywny wptyw na efektywnos¢ procesu [32].

Zastosowanie sorbentow jest przydatne nie tylko do
likwidacji skazen na powierzchni wdd, ale rowniez przy
usuwaniu skazen gruntowych, gdy niemozliwe jest stoso-
wanie zbierania mechanicznego, lub w sytuacjach, kiedy
nalezy usuna¢ pozostatosci toksycznej cieczy i doktad-
nie oczysci¢ teren skazony (po uprzednim zastosowaniu
zbierania mechanicznego), a takze w celu zapobiegania
jej dalszemu rozprzestrzenianiu si¢, poprzez budowanie
sorbentowych watéw ostonowych [12].

Wszystkie te przypadki wymagaja, by zuzyte sorbenty
—wraz z zaabsorbowang substancja — byty przygotowane
do transportu do miejsca ich neutralizacji lub spalenia,
poprzez zamknigcie w szczelnych pojemnikach.

Najbardziej skutecznym i dostgpnym rodzajem sor-
bentow sa sorbenty naturalne, ktore moga by¢ stosowane
w postaci: luznej, snopkow, mat, balotéw, zapdr czy po-
duszek. Bardzo wazna zaleta uzytego sorbentu powinna
by¢ mozliwos¢ jego utylizacji, na przyktad przez rozktad
mikrobiologiczny [27].

Wspomaganie procesu bioremediacji mikroorganizmami

Biodegradacja skazen gruntu ropa naftowa — stanowiaca

mieszaning weglowodoréow o roznej dhugosci tancucha,
réznym stopniu nasycenia i konfiguracji — wymaga wspot-

dziatania kompleksu mikroorganizméw nalezacych do
réznych grup taksonomicznych. Wérdd nich wystepuja
ztozone powiazania ekologiczne i fizjologiczne. Najlepiej
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wykorzystywanym zrodtem tego typu mikroorganizmow sa
srodowiska naturalne o okre$lonym poziomie skazenia wg-
glowodorami, gdzie warunki temperatury, odczyn, st¢zenia
jonéw metali i natleniania sa zblizone do tych, w ktérych
moga by¢ pozniej stosowane [22]. Proces przyswajania
weglowodorow stabo rozpuszczanych w wodzie jest naj-
czegsciej poprzedzony rozproszeniem ich w fazie wodnej
w formie makro- lub mikrokropli. Niektore drobnoustroje
bytujace w skazonych $rodowiskach wykazujq zdolno$¢ do
wydzielania biosurfaktantow, ktore powoduja wytwarzanie
trwatej emulsji. Dzigki hydrofobowemu charakterowi
$cian komorkowych drobnoustrojow degradujacych rope
nastepuje faczenie komoérek z kropelkami weglowodorow.
Proces biodegradacji weglowodoréw wymaga migdzy inny-
mi duzej aktywnosci systemow oksygenaz, dehydrogenaz
1 hydrolaz. Poziom aktywnosci tych enzymow jest jednym
z podstawowych kryteriow przydatno$ci szczepow [19, 31].

Do podstawowych kryteriow selekcji szczepoéw stosowa-
nych do biodegradac;ji substancji ropopochodnych naleza [ 18]:
— zdolno$¢ szybkiej adaptacji szczepu do wzrostu w ska-

zonym $rodowisku,

— szybko$¢ przyswajania substratu,
— nietoksyczne produkty biodegradacji.

Przeprowadzone prace bioremediacyjne potwierdzity
przydatnos¢ stosowania do tego celu metod biologicznych.
Remediacja z wykorzystaniem samych sorbentow nie
daje zadowalajacych wynikow, gdyz proces przebiega
bardzo powoli i pozostaje problem z likwidacja zuzytych
sorbentow. Dlatego niezbegdne jest wspomaganie procesu
biopreparatami, ktore nie tylko intensyfikuja proces, ale sa
niezbedne przy odzyskiwaniu badz likwidacji sorbentow,
ktore (jak w przypadku mchow Spagnum moss) moga ulec
catkowitemu rozktadowi.

Niezbednym warunkiem szybkiej i skutecznej likwida-
cji zuzytego sorbentu jest obecnos¢ substancji biogennych
podczas trwania procesu.

Uzyty sorbet moze by¢ jednocze$nie no$nikiem ma-
terialu mikrobiologicznego, dzigki czemu proces biore-
mediacji moze zachodzi¢ réwniez wewnatrz sorbentu.
Wykorzystanie cykli metabolicznych mikroorganizmow
moze wigc prowadzi¢ do koncowych produktéw przemian,
tj. CO, 1 H,0.

Zalety bioremediacji

Technologia bioremediacji jest metoda polecana do
szerokiego stosowania w walce z coraz powszechniejszym
problemem skazen wod i gruntow zwiazkami ropopochod-
nymi. Sprawdza si¢ ona w r6znych warunkach pogodowych
i w zroznicowanych formacjach geologicznych [9].

Coraz wigksza swa popularnos¢ technologia bioreme-
diacji zawdzigcza posiadanym zaletom [6]:

* jest ekonomiczna (tansza niz stosowane dotychczas
metody oczyszczania wod i gruntéw),

» proces likwidacji skazenia moze by¢ prowadzony in
situ (W miejscu skazenia, bez koniecznosci przemiesz-
czania gruntu),

» grunt nadaje si¢ do uzytku bezposrednio po przepro-
wadzeniu procesu oczyszczania,

» w procesie likwidacji skazenia nie sa wytwarzane szko-
dliwe zwiazki wydzielane do gruntu, wod i atmosfery
(bakterie rozktadaja sktadniki zanieczyszczen do —
obojetnych dla srodowiska — dwutlenku wegla i wody),

» technologia ta nie wymaga stosowania kosztowne;j
i skomplikowanej aparatury,

* metoda nie wymaga wprowadzenia do srodowiska
przyrodniczego zadnych zwiazkéw chemicznych, ktore
mogtyby wchodzi¢ w reakcje, czy tez ulega¢ akumulacji
w glebie; proces jest ekologiczny.

Wymienione zalety technologii bioremediacji sprawiaja,
ze jest to technologia bezkonkurencyjna w poréwnaniu
z tradycyjnymi metodami oczyszczania gruntu, szczegolnie
w przypadku, gdy mamy do czynienia z duzymi obszarami
skazonego terenu, gdzie zastosowanie technik zwiazanych
Z przemieszczaniem gruntu jest niemozliwe ze wzgledu
na skalg zjawiska. Ocena powodzenia prac biodegradacji
w terenie jest znacznie trudniejsza niz w badaniach labo-
ratoryjnych. Dostgpnos¢ weglowodorow naftowych dla
komorek mikroorganizméw (biodostgpnos¢) zalezy od
roéznych czynnikéw: fizycznych (struktury gleby, rozmiaru
porow), chemicznych (adsorpcji, niskiej rozpuszczalnosci)
i mikrobiologicznych (budowy oston komorkowych). Wpty-
waja one zarowno na transport tych zwiazkow, jak i migracje
mikroorganizméw w glebie. Problem nadal do konca nie
jest rozwiazany, dlatego tez wymaga dalszych badan [30].

Otrzymywanie handlowego sorbentu i jego dziatanie

Mech Spagnum moss poddawany jest wielokrotne;j
obrébce termicznej w zaktadzie przetwarzajacym. Czyn-
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nosci te maja na celu zmiang wlasciwosci sorpeyjnych tak,
aby mogta zachodzi¢ absorpcja weglowodorow. W czasie



obrobki termicznej komorka mchu zmienia stan z hy-
drofilowego na hydrofobowy (rysunek 1) i dzigki temu
mozliwa jest absorpcja weglowodoréw. Znajdujace si¢
w komoérce mchu kwasy humusowe reaguja z weglowo-
dorami, a nastepnie bakterie, dla ktérych weglowodory
stanowia pozywke, zaczynaja ich rozktad. Metabolizm,
ktory weglowodory wykorzystuja jako jedyne zrodlo wegla
i energii, pozwala na ich pelna biodegradacj¢. Produktem
koncowym tego procesu jest humus [13]. Na rysunkach 2
1 3 zaprezentowano mech Spagnum moss po wielokrotnej
obrébce termicznej — kolorem czerwonym zaznaczono
miejsca pustych komorek, ktore przed procesem byly
wypehione woda (rysunek 2).

Naturalny sorbent stosuje si¢ m.in. na twardym grun-
cie — rozsypany na powierzchni rozlewu, po pewnym
czasie (okoto 1-3 miesigcy) przywraca on rOwnowage
biologiczna gruntu.

Przywrocenie réwnowagi biologicznej na skazonym
gruncie w czasie trzech miesigcy jest bardzo szybka i sku-
teczna metoda likwidacji skazen ropopochodnych.

Charalcter hydrofilowy
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Rys. 1. Struktura mchoéw Spagnum
moss podczas obrobki termicznej

(pojedyncze wtdkno) [23]

Rys. 2. Struktura mchéw Spagnum
moss po wielokrotnej obrébce
termicznej [23]
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W zwiazku z powyzszym, do badan bioremediacji
wykorzystano m.in. naturalny, w 100% organiczny, prze-
testowany i laboratoryjnie sprawdzony przemystowy ab-
sorbent Spagnum moss. Wedtug informacji podanej przez
producenta, jest on ekonomiczny, skuteczny, nietoksyczny,
nie ociekajacy 1 co najwazniejsze — biodegradowalny
w $rodowisku naturalnym. Charakterystyczne zdolno$ci
kapilarne tego adsorbenta pozwalaja na wnikanie produktu
ropopochodnego do jego wngtrza, a jego wlasciwosci
sorpcyjne umozliwiaja absorpcje benzyn, nafty, olejow
napedowych i olejow odpadowych, czyli wszystkich
produktow ropopochodnych powodujacych najczestsze
skazenia gleby [23].

Wychodzac z powyzszych przestanek postanowio-
no przeprowadzi¢ badania wlasne nad zastosowaniem
sorbentow do likwidacji skazen gruntowych produkta-
mi ropy naftowej w potaczeniu z biopreparatem, w celu
intensyfikacji procesu bioremediacji. Celem badan bylo
okreslenie przydatnosci sorbentu Spagnum moss w procesie
biodegradacji wspomaganym biopreparatem.

e A

Rys. 3. Spagnum moss po wielokrotnej
obrobce termicznej — gotowy produkt
(zdjecie wlasne)

Materialy i metodyka badan

Eksperyment przeprowadzono w dwodch etapach, wy-
korzystujac glebe uniwersalna o sktadzie: torf wysoki,
ziemia prochnicza, kora sosnowa, piasek i glina (pH = 6,5).

Do gleby wprowadzono zuzyty olej silnikowy, o cha-
rakterystyce fizykochemicznej:

— wskaznik lepkosci: 84,0,
—  gestosé: 0,90 g/em’.

Proces bioremediacji byt poprzedzony zastosowaniem

sorbentow, co miato na celu zapobieganie migracji oleju

w glab gleby. Uzyte sorbenty zostaty losowo wybrane z do-
stepnej na rynku gamy. Nalezaty do nich: mata sorpcyjna
oraz diatomity — czysty 1 bezpieczny produkt naturalny,
obojetny chemicznie wobec wszystkich cieczy (z wyjat-
kiem kwasu fluorowodorowego). Zastosowano diatomit
A-1850 — o drobnym uziarnieniu oraz diatomit B-1030
— granulat gruboziarnisty.

Dodatkowo do badan zostat uzyty sorbent Spagnum
moss (mech o charakterystycznych zdolnos$ciach kapilar-
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nych, pozwalajacy na wnikanie produktu ropopochodnego
do jego wnetrza). Caly proces byl wspomagany biopre-
paratem stuzacym do biodegradacji zanieczyszczen ropo-
pochodnych, zawierajacym enzymy, bakterie, aktywatory
biologiczne, noéniki i substancje stabilizujace.

W celu przeprowadzenia doswiadczenia sporzadzo-
no dziewie¢ probek gleby, zawierajacych odpowiednio
2% 1 8% (m/m) przepracowanego oleju silnikowego oraz
wybrany sorbent. Probka zawierajaca czysta, niezaolejona
glebe stanowita probg odniesienia. Dla kazdego steze-
nia przepracowanego oleju przygotowano zestaw, ktory
zawieral po cztery probki rozniace si¢ zastosowanym
sorbentem i probke bez sorbentu. Stosunek sorbentu do
badanego gruntu wynosit 1:2. Do$wiadczenie przebiegato
bez dodatku zewngetrznego zrodta mikroorganizmow.

Tablica 1. Charakterystyka badanych probek

Numer

i Gleba

P1 + 2% oleju silnikowego

P2 + 2% oleju silnikowego + sorbent Spagnum moss
P3 + 2% oleju silnikowego + sorbent A-1850
P4 + 2% oleju silnikowego + sorbent B-1030

P5 + 2% oleju silnikowego + mata sorpcyjna

P6 + 8% oleju silnikowego + sorbent Spagnum moss

P7 + 8% oleju silnikowego + sorbent, mata sorpcyjna
P8 + 8% oleju silnikowego + sorbent A-1850
P9 + 8% oleju silnikowego + sorbent B-1030

Przygotowane probki przetrzymywano w temperatu-
rze 20-23°C przez 5 tygodni. W celu wzbogacenia gleby
skazonej produktami naftowymi w azot i fosfor, czyli
pierwiastki niezb¢dne do produkcji biatek i kwasow nukle-
inowych, dodawano zwiazki chemiczne: K,HPO,, Ca(NO;,),
oraz (NH,),SO, — w ilo$ci pozwalajacej uzyskac stosunek
pierwiastkow biogennych C:N:P = 100:10:1, zgodnie ze
wskazaniami Zamorskiej i in. [31]. Probki byty napowie-
trzane za pomoca pompy perystaltycznej, dla utrzymania
warunkow tlenowych. Zapotrzebowanie na tlen, zgodnie
z danymi literaturowymi, wynosito okoto 3 kg O,/kg we-
glowodoréw [4]. Pomiaru tlenu dokonywano przy uzyciu
uniwersalnego tlenomierza. W czasie przebiegu badan
kontrolowano pH badanych probek, ktore utrzymywane
byto w granicach 7-8,5. Korektg¢ odczynu prowadzo-
no stosujac Ca(OH),. Wilgotnos¢ materiatlu badawcze-
go utrzymywano w granicach 28—40% (zraszanie woda
wodociagowa). Pomiar wilgotno$ci gleby byl okreslany
jako stosunek masy wody zawartej w glebie do masy fazy
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statej gleby (masy po wysuszeniu w temp. 105°C). Prébki
pobierano w wyznaczonych odstepach czasu (0-35 dni),
ekstrahowano goraca woda 1 dokonywano porownywania
wielkos$ci plamy oleju.

Przyjeta prosta metoda analityczna miata na celu wy-
odrgbnienie sposrdd uzytych sorbetow tych, o najlepszej
skuteczno$ci absorbowania substancji ropopochodnych
z gleby.

Drugi etap badan obejmowat bioremediacj¢ gleb ska-
zonych substancjami ropopochodnymi. Proces byt wspo-
magany biopreparatem.

Do dalszych badan wybrano probki o wysokim poczat-
kowym st¢zeniu substancji ropopochodnej. Nie uwzgled-
niano w dalszych badaniach dziatania produktu diatomit
B-1030, poniewaz jego skuteczno$¢ sorpcyjna nie byta na
zadowalajacym poziomie.

Eksperyment przeprowadzono w trzech uktadach,
w warunkach optymalnego wzrostu mikroorganizmow,
wedtug zalecenn Zamorskiej i in. [31]. Parametry: tem-
peratura, pH, wilgotnos$¢, zapotrzebowanie na tlen oraz
wzbogacenie gleby w pierwiastki biogenne — pozostaty
takie same jak w cze$ci I badan. Badania prowadzono
przez 5 tygodni. W tym czasie co 7 dni dodawano, poprzez
zraszanie prob, kolejne porcje biopreparatu o stgzeniu
0,1 g/dm’. Nastepnie zbadano ubytek substancji ropo-
pochodnych, w zalezno$ci od st¢zenia przepracowanego
oleju silnikowego zawartego w glebie oraz rodzaju uzytego
sorbentu. Analiz¢ przeprowadzono technika chromato-
grafii gazowej z ekstraktow (kilkakrotnie przemywajac
probke §wiezymi porcjami rozpuszczalnika i wytrzasajac
je [5, 21]) n-heksanowych i n-pentanowych. Oznaczanie
BTEX (benzen, toluen, etylobenzen, ksylen) byto wyko-
nane zgodnie z norma PN-89/C-04641. Wyznaczono tez
sumg substancji ropopochodnych C.—C;, przez ekstrakcje
n-heksanem wedtug PN-C-04643.

W koficowym etapie badan podjgto proby dezaktywacji
zaolejonych sorbentow. W tym celu zebrany wczesniej
z powierzchni gleby sorbent zostat wzbogacony przez
biopreparat i pozostawiony na 1 miesiac. W tym czasie
sorbenty byly przechowywane w temperaturze 20-23°C
i okresowo napowietrzane za pomoca pompki perystaltycz-
nej, w celu zapewnienia mikroorganizmom odpowiedniego
stopnia natlenienia. Po uptywie 30 dni oceniano ubytek
masy sorbentu metoda wagowa. Zasada oznaczania zawar-
tosci suchej masy polegla na wysuszeniu probki sorbentu
w suszarce 1 jej zwazeniu. Sucha masa stanowita pozostatosé
po wysuszeniu. Zawarto$¢ suchej masy wyznaczono z roz-
nicy masy $wiezego sorbentu i zawartosci wody. Ponadto
okreslano liczebno$¢ mikroorganizmow w poszczegolnych



probkach (tablice 4 1 5), poprzez wykonywanie posiewow
iloSciowych na plytki Petriego z agarem wzbogaconym
i podtozem Sabourauda (Biomed), odpowiednio w celu
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zbadania ogdlnej liczebnosci drobnoustrojow oraz plesni
i drozdzy. W badaniach mikrobiologicznych zastosowano
metode dziesigciokrotnych rozcienczen [17].

Wyniki i oméwienie badan

W pierwszym etapie badan, ktory trwat 35 dni, nastapita
absorpcja zawartych w glebie weglowodorow przez zasto-
sowane sorbenty. Po tym okresie badana gleb¢ poddano
ekstrakcji goraca woda. Wyniki ubytku substancji ropo-
pochodnych — oceniane na podstawie pomiaru wielko$ci
plamy, w zalezno$ci od st¢zenia substancji ropopochodne;j,
rodzaju uzytego sorbentu i czasu ekspozycji prob — przed-
stawiono na rysunku 4. Z przeprowadzonych wstepnych
badan wynika, ze najlepsze wtasciwosci sorpcyjne posiadat
sorbent naturalny Spagnum moss (P2). Rozmiar plamy oleju
po uptywie 3 dni byt najmniejszy dla sorbentu naturalnego
Spagnum moss, a najmniej skuteczny okazat

ilosci uzytego sorbentu, przy ktorej nastgpuje efektywny
spadek zawartosci weglowodorow.

Uzyskane wyniki $wiadcza, ze najwigkszy spadek steze-
nia weglowodoréw C,—C,, otrzymano dla sorbentu Spagnum
moss i maty sorpcyjnej; odpowiednio o 94% i1 78%.

Wspolezynnik korelacji dla wszystkich trzech funkcji
v, =f{x) jest za niski (dla n = 5, wspotczynnik R > 0,99),
czyli nie mozna powiedzieé, ze wystgpuje liniowa za-
lezno$¢ y(x). Nalezy wigc wykona¢ dodatkowe pomiary
w innych lub w tych samych punktach (zaggsci¢ pomiary,
powtorzy¢ watpliwe lub/i rozszerzy¢ zakres pomiarowy).

si¢ sorbent diatomit-1030, dla ktorego przy 8% 35
stezeniu weglowodorow ropopochodnych zawar- Eager g :ays
; . .. . aner o days
tych w glebie plama oleju zmniejszyta sig 0 2% 30 Dafter 10 days
dopiero po uplywie tygodnia. Z przedstawionych =, O after 28 days
oz . . ;. .. £ M after 35 days

wynikéw mozna wnioskowaé, ze najwigkszy | O,
ubytek substancji ropopochodnych zachodzi | & 20

. . . . . (7]
w pierwszych dniach uzycia sorbentu. W kolej- % 15 m —’
nych tygodniach analizy wykazywaty caly czas | 5
obecnos¢ substancji ropopochodnych w glebie. | & 107 '
Mozna przypuszczad, ze w pdzniejszym czasie 5
proces przebiega bardzo powoli albo zostaje
zatrzymany, gdyz sorbenty sa juz przesycone 0

Y .ygy Y S Juz przesy P1 P2 P3 P4 P5 P66 P7 P8 P9

substancja ropopochodna.

Stwierdzono réwniez, ze stosunek sorbentu Sample number
do zaolejonej gleby byt niewystarczajacy, po- Rys. 4. Rozmiar plamy oleju badanych prob
niewaz z gleby nie wyeliminowano catkowicie
substancji ropopochodnych, co przedstawiono 3500
n rysun.kl.l 4.' - ) 3000 N y= 7738x+ 3985 —+ P

Wyniki bioremediacji gleb skazonych sub- \\ R2= 0.0235 b7
stancjami ropopochodnymi (II etap badan), do- r 2500 \\\ Ps
konane poprzez analizg¢ zawartosci substancji ¢ 2000
ropopochodnych C,—C;, mg/kg s.m., przedsta- % 1500 \\
wiono na rysunku 5. Wspétczynnik kierunkowy | E \\\

. , C . ] 2 1000 y = -564,3 + 3066,3
prostej w rownaniu linii regresji okresla szyb- Q R?=0975
kos$¢ zmian zawartosci weglowodorow C,—C,, | © 500
W czasie trwania procesu bioremediacji. Ujemna \%
. . . 0 | _

warto$¢ tego wspotczynnika oznacza spadek, 1 2 3 4 Y= -r\7> ?3'3)(9;;8837'2
a dodatnia — wzrost zawarto$ci weglowodorow. -500 o
Wyznaczajac zalezno$¢ tego wspotczynnika od Czas w tygodniach

iloéci sorbentu mozna okresli¢ optymalny sto-
sunek stezenia weglowodorow do minimalnej

Rys. 5. Zmiana stezenia substancji ropopochodnych
w procesie bioremediacji
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Natomiast przedstawione na rysunku 6 wyniki zmian ste-
zenia BTEX [mg/kg s.m.] wskazuja, ze ubytek stezenia
BTEX dla poszczego6lnych probek wynosit od 49% do
75%. Najwigkszy spadek stezenia weglowodorow aro-
matycznych uzyskano dla probki P6, gdzie do remediacji
gleby wykorzystano sorbent naturalny Spagnum moss.

BTEX [mg/kg]

N
3 i

) I—

1 ~

1 2 3 4 5
Time in weeks

Rys. 6. Zmiana stezenia we¢glowodorow aromatycznych
w procesie bioremediacji

Ostatni etap badan obejmowal wykorzystanie mi-
krobiologicznych metod dezaktywacji zaolejonych sor-
bentéw. Badania oparte byly na intensyfikacji procesu
rozktadu zuzytych sorbentow, poprzez zastosowanie
odpowiednio dobranych i przygotowanych zespotow
wspotdziatajacych ze soba mikroorganizmow — biocenoz,
w formie biopreparatu. Biocenozy, zwane bioprepara-
tami, sa kompozycjami drobnoustrojéw o okreslonym
sktadzie. Do badan uzyto 5-proc. nadmiar bioprepara-
tu, ktéry charakteryzowal si¢ szybka likwidacja skazen
ropopochodnych w gruncie, wodach gruntowych i na
nawierzchniach betonowych.

Analizie poddano zuzyte sorbenty z pierwszego etapu
badan: mchy Spagnum moss, diatomit-1850 i matg sorpcyj-
na. Masy badanych sorbentow poréwnano metoda wagowa
(tablica 2) oraz okreslano liczebno$¢ mikroorganizméw
w poszczegolnych probkach (tablice 3 1 4).

Na podstawie przedstawionych wynikow (tablica 3)
mozna stwierdzi¢, ze nastapita czgsciowa utylizacja zuzyte-
go sorbentu naturalnego Spagnum moss, o czym §wiadczy
spadek jego masy. Pozostate sorbenty nie zmniejszyly swo-
jej masy. Najwigkszy rozwdj bakterii oraz plesni i drozdzy;
uwzgledniajac poczatek, jak rowniez 30-dniowy czas trwa-
nia procesu bioremediacji, nast¢gpowat przy zastosowaniu
mchow. Ponadto, wraz z uplywem procesu dezaktywacji
liczebno$¢ badanych drobnoustrojow zwigkszala si¢. Znacz-
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nie nizsze namnozenie bakterii, plesni i drozdzy uzyskano
dla diatonitu A-1850, w poréwnaniu ze Spagnum moss.
Przy wykorzystaniu do badan maty sorpcyjnej, na poczatku
trwania procesu bioremediacji rozwdj drobnoustrojow byt
najmniejszy (w odniesieniu do pozostatych sorbentéw). Po
uptywie 30 dni nie stwierdzono namnazania si¢ bakterii,
za$ na powierzchni maty sorbeyjnej pojawily si¢ kolonie
plesni (gléwnie Aspergillus niger) oraz wyczuwano nie-
przyjemny zapach, co mogto §wiadczy¢ o zatrzymaniu
procesu bioremediacji, a rozwijaniu si¢ proceséw gnilnych.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna przypusz-
czac¢, ze podczas procesu bioremediacji zaszta reakcja
rozktadu produktow naftowych, z wydzieleniem wody
1 ditlenku wegla.

Dane literaturowe wskazuja na to, ze produkty posred-
nie wstgpnych reakcji utleniania sa wlaczane do dalszych
przemian metabolicznych komorek, co prowadzi do po-
wstawania produktow koncowych: CO, i H,O. Uwolniona
przy tym energia moze by¢ wykorzystana przez bakterie
do prowadzenia podstawowych procesow zyciowych —
wzrostu, syntezy i podziatu komoérkowego [17, 18].

Jak wynika z dotychczasowych doswiadczen [10, 13,
28, 30, 32], zastosowanie metod biotechnologicznych sta-

Tablica 2. Ubytek masy sorbentu w procesie dezaktywacji

Masa 10 cm’ sorbentu
Czas [mg s.m.]
ekspozycji
[doby] Spagnum diatomit mata
moss A-1850 sorpcyjna
0 4,453 6,121 5,822
30 2,465 5,737 5,839
Tablica 3. Liczebno$¢ drobnoustrojow
na poczatku procesu bioremediacji
Probka
Badany parametr
[cfu/g s.m.] Spagnum diatomit mata
moss A-1850 sorpcyjna
Bakterie 1,6 x 10’ 1,1 x 10° 5,3 x10°
Plesnie i Drozdze | 9,0 x 10° 9.9 x 10° 6,4 x10°

Tablica 4. Liczebnos¢ drobnoustrojow po 30 dniach
trwania procesu bioremediacji

Probka
Badany parametr
[cfu/g s.m.] Spagnum diatomit mata
moss A-1850 sorpcyjna
Bakterie 1,0 x 10" 5,0 x 10° 0
Ple$nie i Drozdze | 8,0 x 10° 3,0 x 10° 1,0 x 10°




nowi najbardziej racjonalny sposdb oczyszczania gruntow
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi, a w wyni-
ku tego procesu, przy odpowiednich warunkach i dodatku
odpowiednich szczepdw mikroorganizmow, nastgpuje
eliminacja uzytego sorbentu.

Z danych literaturowych wynika, ze najlepiej i najlatwiej
przebiegajacym procesem jest biodegradacja prostotancu-
chowych alkanéw. Decydujace znaczenie ma dostarcze-
nie tlenu czasteczkowego, ktory warunkuje w ten sposob
szybko$¢ reakcji. Innemu mechanizmowi biodegradacji
podlegaja zwiazki alicykliczne, ktére nie posiadaja termi-
nalnych grup metylowych. Mechanizm ten podobny jest do
utleniania subterminalnego alkandéw. Przyktadem moze by¢
tutaj cykloheksan, ktory pod wptywem enzymu oksydazy,
wytwarzanej mi¢dzy innymi przez bakterie Pseudomonas
oraz promieniowce z rodzaju Nocardia, jest utleniany do
alkoholu alicyklicznego (cykloheksanolu), gdzie w wyniku
odwodornienia powstaje keton (cykloheksanon). Produktem
utleniania tej reakcji jest kwas dwukarboksylowy, metabo-
lizowany nastepnie w procesie B-oksydacji [29].

Weglowodory aromatyczne zostaly szeroko przebadane
pod katem mozliwos$ci biodegradacji. Stwierdzono, ze
okoto 100 gatunkéw mikroorganizmoéw, reprezentujacych
ich 30 rodzajow, jest zdolnych do rozktadu weglowodorow.
Ich liczebnos$¢ jest r6zna i charakterystyczna dla poszcze-
gblnych ekosystemow wodnych i glebowych [11].

Poszczegolne mikroorganizmy sa w stanie metaboli-
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zowaé ograniczony rodzaj weglowodorow. Stosunkowo
najwigcej z nich zdolnych jest do biodegradacji weglo-
wodordéw alifatycznych oraz aromatycznych. Do rozktadu
uktadow takich jak ropa naftowa zdolne sa gtéwnie mie-
szane kultury drobnoustrojow, o ztozonym wyposazeniu
enzymatycznym [20]. Szlaki ich biochemicznego roz-
ktadu sa bardzo rozne — dla niektorych typoéw zwiazkow
ograniczaja si¢ do kilku reakcji, dla innych sg bardzo
rozbudowane.

Biodegradacja weglowodorow aromatycznych czy
pestycydow jest w wielu przypadkach procesem skom-
plikowanym, przebiegajacym z udziatem kilku réznych
mikroorganizmow, wspotpracujacych w procesach wspot-
metabolicznych [14].

Prowadzone wstepne badania potwierdzity, ze proces
bioremediacji gruntow skazonych produktami naftowymi
jest wysoce efektywny. Celowym jest stosowanie prepa-
ratéw mikrobiologicznych do stymulacji procesu biore-
mediacji. Dobre efekty mozna uzyska¢ poprzez wprowa-
dzenie zaré6wno szczepOow autochtonicznych, jak i obcych
— odpowiednio przystosowanych. Nalezy jednak zwrdcic¢
uwage na fakt, ze wykorzystanie szczepow rodzimych
(autochtonicznych) jest bezpieczniejsze. Z ekologicznego
punktu widzenia stosowanie metod biologicznych jest nie
tylko skuteczne i ekonomiczne, ale takze daje mozliwo$¢
szybszego przywrocenia pierwotnej funkcji gleby po za-
konczeniu procesu remediacji.

Whioski

Metoda bioremediacji moze by¢ konkurencyjna dla
innych metod stosowanych przy oczyszczaniu gleby z pro-
duktow ropopochodnych. Aby unikna¢ przenikania tych
substancji do gleby zasadne wydaje si¢ by¢ uzywanie
w pierwszym etapie remediacji sorbentow. Z dostepnych
na rynku sorbentow godnym uwagi jest sorbent Spagnum
moss oraz mata sorpcyjna. Posiadaja one dobre wlasciwosci
sorpcyjne, co potwierdzit pierwszy etap badan. Uzycie
tych sorbentow umozliwito efektywny spadek zawartosci
weglowodorow C,—C,, w glebie, przy czym najwigkszy
ubytek stezenia BTEX stwierdzono przy zastosowaniu
mchow Spagnum moss. Najwigkszy ubytek substancji
ropopochodnych nastgpuje w pierwszych dniach uzycia
sorbentow. Dobrze dobrany biopreparat moze by¢ skutecz-
nym narzg¢dziem przyspieszajacym proces bioremediacji

oraz moze by¢ wykorzystywany do procesu utylizacji
zuzytych sorbentow — co potwierdzit kolejny etap badan.
Sorbent Spagnum moss ulegt czeSciowej utylizacji (w wy-
niku reakcji: sorbent + PN + biopreparat — CO, + H,0O
+ biomasa; zmniejszyt swoja mase), a pozostale sorbenty
(mata sorpcyjna, diatomit-1850) nie zmniejszylty swojej
masy, co moze dowodzi¢, ze w trakcie trwania procesu
utylizacji nie powstawaly produkty gazowe takie jak CO,.
Badania wykazaty, ze najlepsze efekty rekultywacji skazo-
nej gleby uzyskano po zastosowaniu sorbentu naturalnego
Spagnum moss w potaczeniu z biopreparatem. Mozna za-
tem stwierdzié, ze proces bioremediacji gruntéw skazonych
produktami naftowymi daje dobre efekty, pozwalajace je
wykorzysta¢ w badaniach in situ, dzigki czemu mozna
ograniczy¢ koszty procesu.

Artykut nadestano do Redakceji 1.04.2010 r. Przyjeto do druku 23.06.2010 .
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