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Wptyw mieszaniny biosurfaktantow na efektywnos¢ bioremediacji gruntu
zanieczyszczonego weglowodorami ropopochodnymi

The impact of a mixture of biosurfactants on the efficiency of the bioremediation
of soil contaminated with petroleum hydrocarbons

Katarzyna Wojtowicz, Teresa Steliga
Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy

STRESZCZENIE: W artykule przedstawiono zagadnienia zwiazane z wykorzystaniem biosurfaktantow (zwiazki powierzchniowo
czynne pochodzenia naturalnego) w procesie bioremediacji gleb skazonych weglowodorami ropopochodnymi. Badania bioremedia-
cji gleby zanieczyszczonej TPH (suma weglowodoréw ropopochodnych) i WWA (wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne)
prowadzono metoda pryzmowania ex situ (skala poltechniczna) w dwoch uktadach badawczych (uktad 1 — badania biodegradacji we-
glowodoréw ropopochodnych na drodze inokulacji biopreparatem, uktad 2 — badania biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych
w glebach na drodze inokulacji biopreparatem zawierajagcym domieszke biosurfaktantow). Wykorzystany w badaniach biopreparat
opracowano na bazie autochtonicznych bakterii i grzybow, zdolnych do rozktadu weglowodoréw ropopochodnych, natomiast roztwor
biosurfaktantow sktadat si¢ z mieszaniny y-PGA (kwasu y-poliglutaminowego), ramnolipidow i surfaktyny. Badania bioremediacji
prowadzono przez okres 6 miesigcy, monitorujac zmiany stezenia TPH i WWA w glebie oraz jej toksyczno$¢ co 2 miesiagce. W wyniku
sze$ciomiesigcznego procesu oczyszczania uzyskano obnizenie stezenia TPH z 6062,59 mg/kg s.m. do 1774,72 mg/kg s.m. (w ukta-
dzie 1) i do 768,92 mg/kg s.m. (w uktadzie 2) oraz WWA z 12,05 mg/kg s.m. do 4,27 mg/kg s.m. (w uktadzie 1) i do 2,20 mg/kg s.m.
(w uktadzie 2). Zastosowanie domieszki biosurfaktantow w biopreparacie pozwolito na zwigkszenie efektywnosci biodegradacji TPH
0 16,59% oraz WWA o 17,17%. Przeprowadzone analizy toksykologiczne z wykorzystaniem testow Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit™
oraz Microtox®STP wykazaty poprawe jako$ci gleby w wyniku prowadzonej bioremediacji oraz potwierdzity, ze wraz ze spadkiem
stezenia weglowodorow ropopochodnych maleje negatywny wptyw gleby poddanej biooczyszczaniu na organizmy testowe. Badania
prowadzone w dwoch uktadach pozwolity na oceng wptywu biosurfaktantu na efektywno$¢ procesu bioremediacji gleby zanieczysz-
czonej TPH 1 WWA oraz umozliwity udoskonalenie stosowanych metod rekultywacji gruntow skazonych ropa naftowa.

Stowa kluczowe: biopreparat, bioremediacja, biosurfaktanty, weglowodory ropopochodne.

ABSTRACT: The article presents issues related to the use of biosurfactants (surfactants of natural origin) in the bioremediation of soils
contaminated with petroleum hydrocarbons. Bioremediation studies were carried out on soil contaminated with TPH (total petroleum
hydrocarbons) and PAHs (polycyclic aromatic hydrocarbons) using the ex-situ pile method (semi-technical scale) in two test systems
(system 1 — biodegradation of petroleum hydrocarbons by inoculation with a biopreparation, system 2 — biodegradation of petroleum
hydrocarbons by inoculation with a biopreparation containing an admixture of biosurfactants). The biopreparation used in the study
was developed on the basis of indigenous bacteria and fungi capable of decomposing petroleum hydrocarbons, while the biosur-
factant solution consisted of a mixture of y-PGA, rhamnolipids, and surfactin. Bioremediation studies were carried out over a period
of 6 months, with changes in TPH and PAH concentrations in the soil and its toxicity being monitored every 2 months. As a result of
the six-month purification process, the TPH concentration was reduced from 6062.59 mg/kg dry matter (d.m.) to 1774.72 mg/kg d.m.
(in system 1) and to 768.92 mg/kg d.m. (in system 2), while PAHs from 12.05 mg/kg d.m. to 4.27 mg/kg d.m. (in system 1) and to
2.20 mg/kg d.m. (in system 2). The addition of biosurfactants to the inoculant allowed to increase the biodegradation effectiveness of
TPH by 16.59% and PAH by 17.17% compared to inoculation with the biopreparation alone. Toxicological analyzes carried out using
the Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit™ and Microtox®STP tests showed an improvement in soil quality as a result of the bioremediation and
confirmed that a reduction in the petroleum hydrocarbons concentration decreased the negative impact of the biotreated soil on the test
organisms. Research conducted in the two systems allowed for the assessment of the impact of the biosurfactants on the effectiveness
of bioremediation process of soil contaminated with TPH and PAHs and enabled improvement of methods used for the reclamation of
crude oil-contaminated soil.
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Wprowadzenie

Zanieczyszczenie gleby weglowodorami ropopochodnymi,
na przyktad w wyniku nieszczelnos$ci rurociggdw, zbiorni-
kéw magazynowych, transportu czy skazenia historycznego
(obecno$¢ dotow urobkowych), jest powszechnym proble-
mem powodujgcym dhugotrwate skutki dla srodowiska (Kluk
i Steliga, 2017). Rekultywacja gleb skazonych ropg naftows,
np. starych dotéw urobkowych, nalezy do kluczowych pro-
blemow ekologicznych, przed ktdrymi stoi obecnie przemyst
gorniczy. Usuniecie zaadsorbowanych zanieczyszczen ropo-
pochodnych z matrycy glebowej jest zazwyczaj trudne oraz
dlugotrwale (Steliga et al., 2020; Nikolova i Gutierrez, 2021;
Wojtowicz et al., 2022). W przesztosci stosowano roznorodne
metody obrobki fizycznej i chemicznej, takie jak spalanie
(Gan et al., 2009; Kuppusamy et al., 2017), solidyfikacja
(Heidarzadeh et al., 2021), ptukanie gleby (Karthika et al.,
2016; Janiszewska et al., 2017) czy utlenianie chemiczne (Patel
et al., 2020), jednak techniki te wykazuja negatywny wpltyw
na strukture gleby, autochtoniczng réznorodno$¢ biologiczna,
a takze generujg wysokie koszty procesu oczyszczania (Steliga
et al., 2020). W zwigzku z powyzszym obecnie najczesciej
stosowanymi metodami remediacji gruntow sg metody bio-
logiczne (Mrozik i Piotrowska-Seget, 2010; Oliver, 2010;
Varjani, 2017). Bioremediacja w przeciwienstwie do metod
fizycznych i chemicznych charakteryzuje si¢ wysoka sku-
teczno$cig oczyszczania, brakiem negatywnego wplywu na
srodowisko oraz stosunkowo niskimi kosztami prowadzenia
procesu (Steliga, 2009). Istnieje wiele czynnikow wptywajacych
na szybko$¢ i stopien degradacji weglowodorow w glebie,
takich jak temperatura, wilgotnos$¢, napowietrzenie, pH, wia-
sciwosci gleby (wiek gleby, zyznos¢, zawartos¢ sktadnikow
odzywczych) oraz stgzenie ksenobiotyku, struktura molekularna
zanieczyszczenia i jego biodostepnos¢ (Huesemann, 2004;
Venosa i Zhu, 2003; Xu et al., 2018; Steliga et al., 2020; Hossain
et al., 2022). Optymalizacja tych czynnikéw ma kluczowe
znaczenie dla powodzenia bioremediacji. W ostatnich latach
w celu zwigkszenia efektywnosci biologicznego oczyszczania
gruntéw skazonych weglowodorami ropopochodnymi zaczeto
stosowac tzw. metody kombinowane, tgczac kilka technik
remediacyjnych. Wydaje si¢, ze jedng z obiecujacych metod
kombinowanych jest polaczenie inokulacji gleby bioprepara-
tem opracowanym na bazie mikroorganizméw zdolnych do
rozktadu weglowodoréw ropopochodnych z suplementacja
biosurfaktantami.

Biosurfaktanty to srodki powierzchniowo czynne wytwa-
rzane przez ukltady biologiczne, gtéwnie mikroorganizmy,
takie jak bakterie, grzyby i drozdze. Powstaja one jako me-
tabolity wtorne, ktére sg wydzielane przez mikroorganizmy
zewngtrzkomorkowo albo przylegaja do powierzchni komorek.
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Biologiczne $rodki powierzchniowo czynne zawierajag w swojej
czasteczce zarOwno ugrupowania hydrofilowe, jak i hydrofo-
bowe (Ward, 2010; Badmus et al., 2021). Amfifilowy charakter
biosurfaktantow powoduje ich podzial na powierzchniach
migdzyfazowych, zmiang sktadu i reologii migdzyfazowe;,
a takze zmniejszenie napi¢¢ migdzyfazowych i zwigkszenie
powierzchni miedzyfazowej (Zajic et al., 1983; Kapellos, 2017).
W procesie biodegradacji weglowodorow ropopochodnych
suplementacja gleby roztworem biosurfaktantow wplywa
gléwnie na zwigkszenie odziatywan w uktadzie mikroorga-
nizmy—zanieczyszczenia ropopochodne (Hua i Wang, 2014).
Przyjmuje si¢, ze zastosowanie biosurfaktantow w procesie
bioremediacji moze usprawni¢ oczyszczanie gleby na dwa
sposoby: poprzez zwigkszenie biodostgpnosci substratu dla
mikroorganizmoéw lub oddziatywania z powierzchnig komorki,
co wptywa na zwigkszenie hydrofobowosci tej powierzchni.
Dzigki temu hydrofobowe zwiazki, do ktorych nalezg weglo-
wodory ropopochodne, tatwiej adsorbuja si¢ na komoérkach
bakterii, przez co tatwiej mogg ulec rozktadowi (Mulligan,
2009; Pacwa-Ptociniczak et al., 2011; Souza et al., 2014). Poza
tym zmniejszajac napigcia powierzchniowe i migdzyfazowe,
biosurfaktanty zwickszajg powierzchni¢ nierozpuszczalnych
zwiazkoéw, co prowadzi do zwigkszenia mobilnosci i bio-
dostepnosci weglowodorow. Mozna oczekiwaé zatem, ze
zastosowanie biosurfaktantéw w procesie bioremediacji zna-
czaco wplynie na efektywno$¢ biodegradacji wegglowodorow
ropopochodnych (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

Materiat badawczy

W badaniach biodegradacji substancji ropopochodnych
wykorzystano glebe, ktorg pobrano z terenu dotu urobkowego.
Oznaczona zawarto$¢ TPH w badanej glebie ksztattowala si¢
na poziomie 6062,59 mg/kg s.m., z kolei zawarto§¢ WWA
wynosita 12,05 mg/kg s.m. Wykonane analizy probek gleby
pod katem zawarto$ci metali cigzkich nie wykazaty przekro-
czenia dopuszczalnych wartosci. Przed przystapieniem do
bioaugmentacji gleba zostata poddana suplementacji nawozem
mineralnym (Azofoska) oraz wapnem nawozowym w celu
uzyskania optymalnych warunkéw rozwoju mikroorganizmow.
W zabiegu inokulacji gleby zastosowano biopreparat opraco-
wany w Zakladzie Mikrobiologii INiG — PIB sktadajacy si¢
ze szczepow bakterii Dietzia sp. IN118, Gordonia sp. IN101,
Mycolicibacterium frederiksbergense IN53, Rhodococcus
erythropolis IN119, Rhodococcus glopberulus IN113 i Raoul-
tella sp. IN109 oraz grzybow Aspergillus sydowii, Aspergillus
versicolor, Candida sp., Cladosporium halotolerans, Peni-
cillium chrysogenum. Wszystkie szczepy bakterii i grzybow
zostaly wyizolowane z gleby (lub dotu urobkowego) skazone;j
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Rysunek 1. Schemat stanowiska testowego do prowadzenia badan biodegradacji wgglowodoréw ropopochodnych w glebach metoda

pryzmowania (ex situ)

Figure 1. Schematic diagram of the test stand for investigating the biodegradation of petroleum hydrocarbons in soils using the prism

method (ex situ)

substancjami ropopochodnymi (Wojtowicz et al., 2023). Poza
tym w celu zbadania wplywu biosurfaktantéw na efektywno$é
biodegradacji TPH i WWA wykorzystano mieszaning biolo-
gicznych $rodkéw powierzchniowo czynnych (y-PGA — kwasu
y-poliglutaminowego, ramnolipidéw (95% di-ramnolipid, 5%
mono-ramnolipid), surfaktyny) o stezeniu 5 g/dm’.

Metodyka badawcza

Badania biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych

w glebach skazonych ropa naftowg z wykorzystaniem tech-

niki inokulacji biopreparatem lub biopreparatem z domieszka

biosurfaktantow prowadzono metoda pryzmowania ex situ. Na
stanowisku badawczym, sktadajgcym si¢ z warstwy izolacyjnej
oraz podsypki zwirowej, w ktorej umieszczono perforowane
rury doprowadzajace sprezone powietrze do stanowiska, zgro-
madzono skazong glebg w postaci dwoch pryzm o masie 30 kg.

Nastepnie jedng z pryzm zwilzono woda (1L) i zainokulowano

biopreparatem (2L), natomiast drugg zaszczepiono bioprepa-

ratem (2L) z dodatkiem mieszaniny biosurfaktantow (1L).

Pozwolito to na prowadzenie rownolegle badan biodegradacji

weglowodorow ropopochodnych w dwoch uktadach:

» uktad 1 — badania biodegradacji weglowodorow ropopo-
chodnych na drodze inokulacji biopreparatem;

» uktad 2 — badania biodegradacji weglowodorow ropopo-
chodnych w glebach na drodze inokulacji biopreparatem
zawierajacym domieszke biosurfaktantow.

Pryzmy przykryto tunelem foliowym, dzieki czemu w ukta-
dach badawczych utrzymywano temperature na poziomie okoto
17-25°C. Podczas trwajacego 6 miesigcy testu bioremediacji

prowadzono monitoring przebiegu biodegradacji TPH i WWA
za pomocg analiz chromatograficznych i toksykologicznych.
Schemat stanowiska badawczego bioremediacji gleby zanie-
czyszczonej weglowodorami ropopochodnymi zamieszczono
na rysunku 1.

Monitoring przebiegu bioremediacji

Glownym elementem umozliwiajgcym okreslenie efek-
tywnosci procesu bioremediacji gruntu zanieczyszczonego
weglowodorami ropopochodnymi byto zbadanie zmian stgze-
nia weglowodoréw ropopochodnych (TPH, WWA) w kolej-
nych miesigcach testu za pomocg analiz chromatograficznych.
Analizy TPH wykonywano z wykorzystaniem chromatografu
gazowego Clarus 500 firmy PerkinElmer, natomiast analizy
chromatograficzne WWA przeprowadzono na wysokoci$nienio-
wym chromatografie cieczowym (HPLC) serii Vanquish Core
firmy Thermo Scientific. Analizy chromatograficzne prowadzo-
no zgodnie z procedurami oznaczania TPH i WWA opracowa-
nymi w Zaktadzie Technologii Eksploatacji Ptyndw Ztozowych
INiG — PIB (Steliga et al., 2020; Wojtowicz, 2022; Wojtowicz
etal., 2022). Oceng efektywnosci zabiegdw bioremediacyjnych
uzupetniono o analizy toksykologiczne. Badania toksycznosci
gleby prowadzono z wykorzystaniem pakietu trzech testow
toksykologicznych: Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit™ oraz
Microtox®STP, zgodnie z procedurg producenta. Monitoring
przebiegu bioremediacji gleby w badanych uktadach, obej-
mujacy analizy chromatograficzne i toksykologiczne, prowa-
dzono na probkach gleb pobieranych z omawianych uktadow
badawczych co 2 miesigce.
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Omoéwienie wynikéw

Ocena wplywu mieszaniny biosurfaktantow na efektyw-
nosé biodegradacji TPH i WWA w glebie

Opracowane metodyki chromatograficznego oznaczania
TPH i WWA w glebach umozliwity zidentyfikowanie poszcze-
gblnych n-alkanow oraz wielopier§cieniowych weglowodo-
row aromatycznych wchodzacych w sktad zanieczyszczen
ropopochodnych. Na podstawie uzyskanych wynikow analiz
chromatograficznych zbadano efektywnos$¢ biodegradacji
TPH i WWA w skazonej glebie, poddanej zabiegowi inoku-
lacji biopreparatem (uktad 1) lub biopreparatem z domieszka
biosurfaktantow (uktad 2). Pomiary prowadzone w dwoch
uktadach badawczych umozliwity ocen¢ wptywu mieszaniny
biosurfaktantow na szybko$¢ biodegradacji TPH i WWA.

Sumaryczna zawarto$¢ zanieczyszczen ropopochodnych
TPH w probcee gleby wyjsciowe] przeznaczonej do badan biore-
mediacji wynosita 6062,59 mg/kg s.m. W wyniku zaszczepienia
gleby biopreparatem po 6 miesigcach prowadzenia procesu
oczyszczania uzyskano obnizenie ste¢zenia TPH do poziomu
1774,72 mg/kg s.m. (70,73%), natomiast bioaugmentacja
biopreparatem z dodatkiem mieszaniny biosurfaktantow spo-
wodowata spadek stezenia TPH w glebie do 768,92 mg/kg s.m.
(87,32%). Na rysunku 2 przedstawiono zmiang¢ stezen TPH
w glebie poddanej procesowi bioremediacji w dwoch uktadach
badawczych (pomiar st¢zenia TPH w glebie prowadzono co
2 miesigce).

12,76% (po 4 miesigcach) oraz 16,59% (po 6 miesigcach) na
korzys$¢ inokulacji biopreparatem z dodatkiem biosurfaktantow.

Wyniki analiz chromatograficznych wykazaty, ze na skutek
inokulacji gleby zaré6wno samym biopreparatem, jak i biopre-
paratem z domieszkg mieszaniny biosurfaktantow najszybciej
zachodzita biodegradacja weglowodorow alifatycznych o dtu-
gosci tancucha weglowego n-C9-n-C21. Zadowalajgce wyniki
biodegradacji uzyskano rowniez dla weglowodorow lekkich
(n-C6-n-C9) oraz wegglowodorow o dtugosci tancucha weglo-
wego n-C22-n-C30. Zdecydowanie najgorzej biodegradacji
ulegaty weglowodory cigzkie zawierajace w czasteczce powyzej
30 atomoéw wegla. Na rysunkach przedstawiono szczegotowy
przebieg biodegradacji weglowodorow alifatycznych w glebie
zaszczepionej biopreparatem (rysunek 3) oraz biopreparatem
z domieszka biosurfaktantow (rysunek 4).

Analizujac przebieg biodegradacji n-alkanéw w ukladach
112, mozna zauwazy¢, ze obecnos$¢ biosurfaktantow w inoku-
lacie najbardziej wptywa na rozktad weglowodorow o dlugosci
lanicucha weglowego n-C9-n-C21 oraz weglowodorow lekkich
(n-C6-n-C9). Efektywnos¢ biodegradacji weglowodorow
n-C9—n-C21 i n-C6-n-C9 po zakonczeniu procesu oczyszczania
byta $rednio o 18,31% wicksza w ukladzie zaszczepionym
biopreparatem z dodatkiem biosurfaktantow anizeli tylko bio-
preparatem. Stopnie biodegradacji weglowodorow z zakresu
n-C22—n-C30 w glebie G6-B6M byty wyzsze niz w glebie
G6-6M o 15,15-18,41%. Zdecydowanie najmniejszy wptyw
mieszaniny biosurfaktantow na skutecznos$¢ biodegradacji
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Rysunek 2. Porownanie zmian zawarto$ci TPH w trakcie bioremediacji gleby na drodze a) inokulacji biopreparatem (uktad 1),

b) inokulacji biopreparatem z domieszkg biosurfaktantow (uktad 2)

Figure 2. Comparison of changes in TPH content during soil bioremediation by a) inoculation with a biopreparation (system 1),
b) inoculation with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant (system 2)

Przeprowadzone badania biodegradacji wykazaty, ze obec-
nos$¢ biosurfaktantoéw w inokulacie wptywa na wzrost efektyw-
nosci biodegradacji TPH. Po dwoch miesigcach oczyszczania
stopien redukcji TPH w uktadzie 2 byt o 7,00% wyzszy anizeli
w uktadzie 1. W kolejnych miesigcach réznica efektywnosci
biodegradacji TPH w glebie byla jeszcze wicksza i wynosita
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zaobserwowano w przypadku weglowodoréw n-C31-n-C36.
Obliczone réznice stopni biodegradacji weglowodorow ciezkich
w uktadach 1 i 2 wynosity $rednio 11,84%.

Analogicznie do biodegradacji wegglowodoréw alifatycz-
nych przebiegala biodegradacja wielopierscieniowych we-
glowodoréw aromatycznych. W wyniku przeprowadzonych
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Rysunek 3. Zestawienie st¢zen n-alkandw w glebie inokulowanej biopreparatem (uktad 1)

Figure 3. List of n-alkane concentrations in the soil inoculated with the biopreparation (system 1)
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Rysunek 4. Zestawienie stezen n-alkanéw w glebie inokulowanej biopreparatem z domieszka biosurfaktantow (uktad 2)

Figure 4. List of n-alkane concentrations in the soil inoculated with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant (system 2)

zabiegdéw bioremediacji gleby po 6 miesigcach eksperymentu
osiaggni¢to obnizenie stgzenia WWA z 12,05 mg/kg s.m. do
4,27 mg/kg s.m. (uktad 1) lub do 2,2 mg/kg s.m. (uktad 2).
Wydajnos¢ biodegradacji WWA w glebie G6-6M wynosita
64,60%, natomiast w glebie G6-B6M: 81,77%. Wynika z tego,
ze wzbogacenie biopreparatu roztworem biosurfaktantow
pozwala na zwigkszenie efektywnos$ci biodegradacji WWA
0 17,17%. Przebieg biodegradacji WWA w glebie inokulowanej
biopreparatem oraz biopreparatem z dodatkiem biosurfaktantow
przedstawiono na rysunku 5.

Analizy chromatograficzne pod katem oznaczania WWA
w probkach gleby wykazaty, ze efektywno$¢ biodegradacji
wielopierécieniowych weglowodorow aromatycznych zalezy
od liczby pierécieni aromatycznych w czasteczce. W obydwu
uktadach badawczych najskuteczniej zachodzita biodegradacja
naftalenu. Stopnie biodegradacji naftalenu w uktadzie 1 wynosi-
y 54,85% (gleba G6-2M), 75,08% (G6-4M) oraz 77,08% (gleba
G6-6M), natomiast w uktadzie 2: 60,94% (gleba G6-B2M),
89,39% (G6-B4M) oraz 97,57% (gleba G6-B6M). Stopnie
biodegradacji 3-pierScieniowych WWA 1 4-pier§cieniowych
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Rysunek 5. Por6wnanie zmian zawarto§ci WWA w trakcie bioremediacji gleby na drodze a) inokulacji biopreparatem (uktad 1),

b) inokulacji biopreparatem z domieszkg biosurfaktantow (uktad 2)

Figure 5. Comparison of changes in PAH content during soil bioremediation by a) inoculation with a biopreparation (system 1),
b) inoculation with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant (system 2)

WWA w uktadzie 1 po zakonczeniu eksperymentu zawieraty
si¢ w granicach odpowiednio 54,54-69,68% 1 43,48-52,72%,
natomiast w uktadzie 2 w przedziale 69,04—88,20% (3-pier-
scieniowe WWA) 1 55,04-66,73% (4-pierscieniowe WWA).
Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne zawierajace po-
wyzej 4 pierScieni aromatycznych w czasteczce po 6 miesigcach
procesu oczyszczania metodg pryzmowania ex situ ulegly roz-
ktadowi w 33,83-39,30% (w uktadzie 1) lub w 42,83-49,75%
(w uktadzie 2). Przeprowadzone analizy chromatograficzne
WWA wykazaty, ze zastosowanie biosurfaktantow w zabie-
gu inokulacji gleby pozwolito na zwigkszenie efektywnosci
biodegradacji naftalenu o 20,49%, 3-pierscieniowych WWA
0 14,50-18,52%, 4-pierscieniowych WWA o 11,93-14,01%,
5-pierscieniowych WWA o 10,42—-10,45% oraz 6-pierscienio-
wych WWA 0 9,00-10,14% (po 6 miesigcach). Szczegdlowy

przebieg biodegradacji WWA w glebie zaszczepionej biopre-
paratem oraz biopreparatem z domieszka biosurfaktantow
zamieszczono na rysunkach 61 7.

Monitoring toksykologiczny przebiegu bioremediacji
w badanych ukladach

Oceng skutecznosci stosowanych zabiegdéw bioremediacyj-
nych uzupetiono o monitoring toksykologiczny, ktorego celem
bylo okreslenie wptywu zanieczyszczen ropopochodnych (TPH,
WWA) oraz posrednich metabolitow powstajacych podczas
zabiegow remediacyjnych na biocenoze¢ glebowsg na podstawie
przeprowadzonych testow toksykologicznych. Analogicznie
do analiz chromatograficznych badania toksykologiczne
prowadzono na probkach gleby pobranych przed procesem
oczyszczania — gleba wyj$ciowa G6, w trakcie oczyszczania
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Rysunek 6. Zestawienie stgzen WWA w glebie inokulowanej biopreparatem (uktad 1)

Figure 6. List of PAH concentrations in the soil inoculated with the biopreparation (system 1)
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Rysunek 7. Zestawienie stgzen WWA w glebie inokulowanej biopreparatem z domieszkg biosurfaktantéw (uktad 2)

Figure 7. List of PAH concentrations in soil inoculated with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant (system 2)

na drodze inokulacji biopreparatem lub biopreparatem z do-
datkiem mieszaniny biosurfaktantéw (po 2 miesigcach — gleba
G6-2M, gleba G6-B2M, po 4 miesigcach — gleba G6-4M,
gleba G6-B4M) oraz po zakonczeniu eksperymentu — gleba
G6-6M, gleba G6-B6M.

Badania fitotoksycznosci gleby 7 wykorzystaniem testu
Phytotoxkit™

Badania fitotoksyczno$ci probek gleby pobranych po 2,
4 i 6 miesigcach bioremediacji metoda bioaugmentacji bio-
preparatem lub biopreparatem z domieszka biosurfaktantéw
potwierdzity, ze obecno$é¢ srodkow powierzchniowo czynnych

pochodzenia biologicznego w inokulacie korzystnie wptywa
na poprawe jakosci gleby. Sukcesywne obniZzanie stezenia
weglowodoréw ropopochodnych w glebach wptyneto na spa-
dek zahamowania wzrostu korzeni Sorghum saccharatum,
Lepidium sativum 1 Sinapis alba w pobranych probkach gleb
(rysunek 8) oraz na wzrost procentowej wartosci skietkowania
bioindykatorow z 80% (Sorghum saccharatum, Sinapis alba)
170% (Lepidium Sativum) do 100% (gleby G6-4M, G6-4BM,
G6-6M, G6-B6M).

Analiza toksykologiczna z wykorzystaniem testu Phyto-
toxkit™ wykazata, ze w probkach gleb pobranych z uktadu 2
korzenie Sorghum saccharatum, Lepidium sativum 1 Sinapis
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Rysunek 8. Zahamowanie wzrostu korzeni Sorghum saccharatum, Lepidium sativum oraz Sinapis alba w tescie Phytotoxkit™
dla gleby: a) inokulowanej biopreparatem, b) inokulowanej biopreparatem z domieszka biosurfaktantow

Figure 8. Inhibition of root growth of Sorghum saccharatum, Lepidium sativum and Sinapis alba in the Phytotoxkit™ test for soil
a) inoculated with a biopreparation, b) inoculated with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant
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alba osiaggaty wieksze rozmiary niz w probkach gleb pobra-
nych z uktadu 1. W prdobcee gleby wyjsciowej korzenie sorgo,
rzezuchy i gorczycy osiggaty dtugos¢ odpowiednio: 42,5 mm,
55,3 mm i 67,6 mm. W prébece gleby G6-6M dhugos¢ korze-
ni sorgo wynosita 47,6 mm, rzezuchy 62,3 mm, a gorczycy
78,5 mm. Oznaczone dtugosci korzeni Sorghum saccharatum,
Lepidium sativum 1 Sinapis alba byty wigksze w probee gleby
pobranej po zakonczeniu bioremediacji na drodze bioaugmen-
tacji biopreparatem z dodatkiem biosurfaktantow (gleba G6-
-B6M) i wynosity odpowiednio: 49,2 mm, 65,9 mm i 82,1 mm.

Badania toksycznosci gleby 7 wykorzystaniem testu
Ostracodtoxkit F™

Badania toksycznosci gleby z zastosowaniem testu Ostra-
codtoxkit FT™ wykazatly §rednig Smiertelno$¢ Heterocypris
incongruens w glebie wyjsciowej na poziomie 15% oraz $red-
nig hamowania wzrostu matzoraczkow 8,53%. Zastosowanie
inokulacji biopreparatem spowodowato spadek $miertelnosci
bioindykatoréw w glebie do 8,33%, natomiast bioaugmen-
tacji biopreparatem z domieszka $§rodkow powierzchniowo
czynnych pochodzenia biologicznego — do 5,00%. Swiadczy
to o korzystnym wplywie biosurfaktantow na efektywnos¢
oczyszczania gleb skazonych weglowodorami ropopochodny-
mi. Drugi testowany parametr, jakim byta §rednia hamowania
wzrostu Heterocypris incongruens, w glebie G6-6M wynosit
3,51%, natomiast w glebie G6-B6M spadt do 1,23%. Wyniki
testu Ostracodtoxkit F™ wykonane w trakcie prowadzenia
bioremediacji gleby G6 w uktadach 1 i 2 zamieszczono na

Badania toksycznosci gleby 7 wykorzystaniem testu
Microtox®SPT

Badania toksyczno$ci gleby na poziomie troficznym redu-
centow przeprowadzono z wykorzystaniem testu Microtox"SPT
(do fazy statej), pozwalajgcego na bezposredni kontakt bakterii
luminescencyjnych (Vibrio fischeri) z testowang probka gleby.
Wynikiem testu Microtox"SPT jest warto$¢ wspolczynnika
toksycznosci TU, ktoéry dla probki gleby wyjsciowej wy-
nosit 4,8. Bioremediacja gleby z wykorzystaniem techniki
inokulacji biopreparatem pozwolita na obnizenie warto$ci
TU do poziomu 2,1, natomiast bioaugmentacja gleby bio-
preparatem z domieszka biosurfaktantow do wartosci 0,6 (po
6 miesigcach prowadzenia procesu). Zmiany wspolczynnika
TU w glebie wyjsciowej zaszczepionej biopreparatem lub
biopreparatem z dodatkiem biosurfaktantow zamieszczono na
rysunku 10.

Whioski

1 Biodegradacja jest obecnie jedna z najczgséciej stosowanych
metod oczyszczania gruntow skazonych weglowodorami
ropopochodnymi. Coraz czgsciej prowadzone sg badania
nad udoskonaleniem procesu biodegradacji weglowodorow
ropopochodnych poprzez zastosowanie tzw. metod kom-
binowanych, taczacych kilka zabiegdw remediacyjnych.
Jedng z najbardziej obiecujacych metod kombinowanych
wydaje si¢ inokulacja gleby biopreparatem z dodatkiem

rysunku 9. biosurfaktantow.
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Rysunek 9. Wartosci $redniej $miertelnosci oraz $redniej hamowania wzrostu matzoraczkdw Heterocypris incongruens w tescie
Ostracodtoxkit F™ dla gleby: a) inokulowanej biopreparatem, b) inokulowanej biopreparatem z domieszkg biosurfaktantow

Figure 9. Values of average mortality and average growth inhibition of ostracods Heterocypris incongruens in the Ostracodtoxikit F™
test for soil a) inoculated with a biopreparation, b) inoculated with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant
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Rysunek 10. Wartoéci wspotczynnika toksyczno$ci TU w tescie Microtox®SPT w kolejnych miesigcach prowadzenia procesu bioreme-
diacji gleby wyjéciowej: a) inokulowanej biopreparatem, b) inokulowanej biopreparatem z domieszkg biosurfaktantow

Figure 10. Values of the TU toxicity coefficient in the Microtox®SPT test in the following months of the bioremediation process of the
initial soil a) inoculated with a biopreparation, b) inoculated with a biopreparation containing an admixture of biosurfactant

2 Badania bioremediacji prowadzone w dwoch uktadach
badawczych umozliwity oceng efektywnosci stosowanych
zabiegow remediacyjnych poprzez okre§lenie wptywu
biosurfaktantéw na szybko$¢ biodegradacji TPH i WWA
w glebach.

3 W wyniku inokulacji gleby biopreparatem — po szesciu
miesigcach oczyszczania uzyskano obnizenie st¢zenia TPH
w glebie z 6062,59 mg/kg s.m. do 1774,72 mg/kg s.m.
(70,73%) oraz WWA z 12,05 mg/kg s.m. 4,27 mg/kg s.m.
(64,60%), natomiast zaszczepienie gleby biopreparatem z
dodatkiem roztworu biosurfaktantéw umozliwito spadek
stezenia TPH do 768,92 mg/kg s.m. (87,32%) i WWA do
2,20 mg/kg s.m. (81,77%).

4 Analizy prowadzone w dwoch uktadach badawczych wyka-
zaly, ze wzbogacenie biopreparatu o biosurfaktanty wpty-
neto na wzrost efektywnos$ci biodegradacji TPH o 16,59%
oraz WWA 0 17,17%.

5 Do oceny efektywnosci procesu bioremediacji gleby zanie-
czyszczonej TPH 1 WWA wykorzystano 3 mikrobiotesty:
Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit FT™™ oraz Microtox“STP.
Przeprowadzone analizy toksykologiczne potwierdzity
zalezno$¢ pomigdzy stezeniem weglowodoréw ropopo-
chodnych a jakos$cig gleby oraz wykazaty skutecznosé
prowadzonych zabiegéw bioremediacyjnych.

Artykut powstal na podstawie pracy statutowej pt. Wphyw bio-
surfaktanta na efektywnos¢ procesu bioremediacji gruntu zanie-
czyszczonego substancjami ropopochodnymi — praca INiG — PIB
na zlecenie MEiN; nr zlecenia: 0036/KE/2023, nr archiwalny:
DK-4100-0019/2023.
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