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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb fitoremediacji gleb z produktéw ropopochodnych metodg
»iN situ" wspomaganej biopreparatem bakteryjnym.

Proces degradacji weglowodoréw ropopochodnych przebiega gtdwnie przy udziale mikroorga-
nizméw glebowych. Zesp6t mikroorganizméw glebowych sktada sie z przedstawicieli réznych gatun-
kéw bakterii heterotroficznych, grzybow, promieniowcoéw oraz pierwotniakéw. Stosunki ilosciowe tych
organizmow uktadajg sie zmiennie, w zaleznosci od czynnikéw srodowiskowych. Drobnoustroje gro-
madzg sie przede wszystkim w powierzchniowej warstwie gleby oraz wokét korzeni roslin. Tam bo-
wiem znajduje sie najwiecej tlenu i substancji odzywczych. Wg niektérych autoréw w 1 gramie zyznej
gleby moze znajdowaé sie okoto 13000 roéznych gatunkéw mikroorganizmow. Sposréd tak wielkiej
ilosci mikroorganizméw zaledwie 0,1 + 0,3% to organizmy zdolne do rozktadu weglowodoréw. W wielu
metodach bioremediacyjnych wykorzystuje sie ré6znego rodzaju szczepionki bakteryjne w celu podnie-
sienia efektywnosci tych proceséw. Nie ma uniwersalnych szczepdéw bakterii zdolnych do rozkfadu
wszystkich rodzajéw zanieczyszczen i skutecznych w kazdych warunkach srodowiska. Dostepne na
rynku preparaty handlowe, w wiekszosci przypadkoéw nie spetniaja poktadanych w nich oczekiwan, co
wynika m.in. z faktu, ze zawierajg one obce drobnoustroje (czesto pochodzace z innych stref klima-
tycznych), zle adaptujgce sie do istniejacych warunkéw. Szczepy pochodzace z biopreparatow han-
dlowych po wprowadzeniu do $rodowiska glebowego najczesciej sg z niego wypierane przez mikroor-
ganizmy autochtoniczne. Istniejg tysigce opiséw patentowych dotyczacych sposobéw mikrobiologicz-
nego rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych. Najwiekszg ich wada jest ograniczony zakres stoso-
wania, powolny rozktad zanieczyszczen trwajgcy od 2-5 lat, niski procent usuniecia wielopierscienio-
wych weglowodoréw aromatycznych, a zwtaszcza tych z 4, 5 i 6 pierscieniami w czgsteczce. Celowym
jest zatem przygotowanie biopreparatow otrzymanych z autochtonicznych mikroorganizmow zasiedla-
jacych glebe poddawang procesowi remediacii.

Z polskiego opisu patentowego PL 180 141 znany jest sposéb mikrobiologicznej remediacji
gruntéw z produktéw naftowych, zarébwno metodg ,in situ”, jak i ,ex situ”, w ktérym to sposobie do
zanieczyszczonego gruntu wprowadza sie mikroorganizmy zdolne do rozktadu tych produktéw; jako
mikroorganizmy stosuje sie autochtoniczne bakterie, z ktoérych eliminuje sie organizmy patogenne.

W procesie bioremediacji zwigzkéw organicznych zasadnicze znaczenie majg rosliny, ktére
same nie uczestniczg bezposrednio w rozkladzie tych zanieczyszczen, ale dzieki wytwarzaniu spe-
cyficznych wydzielin korzeniowych moga stymulowa¢ rozwéj okreslonych grup mikroorganizméw,
w tym réwniez mikroorganizméw zdolnych do degradacji wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze jako preparat bakteryjny stosuje sie autochtonicz-
ne bakterie pobrane z probek gruntu przeznaczonego do oczyszczania, z ktérych izoluje sie dominu-
jace, o najwyzszej zdolnosci do rozktadu weglowodoréw, a jednoczesnie nie wykazujace antagonizmu
pomiedzy sobg i wkasciwosci chorobotwérczych, namnaza sie je na podtozu minimalnym z dodatkiem
sterylnego wyciggu glebowego uzyskanego z gruntu przeznaczonego do oczyszczania i wprowadza
do zanieczyszczonego gruntu w ilosci minimalnej co najmniej 10™ komérek/kg suchej masy oczysz-
czanego gruntu. Namnozone bakterie wprowadza sie do gruntu poprzez jego zraszanie. Po wprowa-
dzeniu bakterii obsiewa sie rekultywowany teren roslinami.

Zaletg fitoremediacji wspomaganej biopreparatem bakteryjnym uzyskanym z rodzimych mikro-
organizmoOw jest przyspieszenie biodegradacji zanieczyszczen organicznych przez mikroorganizmy
ryzosferowe bez okresu dodatkowej ich adaptacji. Kolejnym atutem jest zastosowanie szczepionki
bakteryjnej w postaci inokulum co stwarza mozliwosé wprowadzania jej do poditoza w formie roztworu
podawanego przez linie kroplujace lub za pomocg opryskiwaczy (dodatkowo w razie potrzeby mozna
przy uzyciu tej samej instalacji wprowadzi¢ substancje pozywkowe). Obsadzenie terenu roslinami
z dodatkiem szczepionek bakteryjnych nie tylko wspomaga proces biodegradaciji zanieczyszczen,
przyczynia sie do ochrony rekultywowanego terenu przed dalszg erozja, jak réwniez posiada este-
tyczne walory krajobrazowe.

Wynalazek pozwala na jeszcze bardziej efektywny sposéb remediacji zanieczyszczen orga-
nicznych z gruntéw, wspomaga wzrost i rozwoj mikroorganizméw zdolnych do degradacji zanieczysz-
czen ropopochodnych.
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Wynalazek objasnia przykfad:

Przyktad:

Z gruntu pochodzacego z rafinerii, zanieczyszczonego produktami naftowymi, pobrano do ba-
dan laboratoryjnych 1000 g proébki.

Aby poréwnaé efektywnos$¢ usuwania zanieczyszczen zastosowano rozne wersje eksperymentu

Schemat prowadzenia badan przedstawiono ponizej:

* Gleba,

* Gleba + biopreparat bakteryjny,

* Gleba + roslina,

* Gleba + roslina + biopreparat bakteryjny.

Biopreparat bakteryjny uzyskano w nastepujacy sposob:

10 graméw oczyszczanego gruntu wprowadzono do sterylnej soli fizjologicznej (90 cm?®) i tak
powstalg zawiesine wytrzasano przez 72 godziny w temp. 20°C; po sedymentacji pobrano 10 cm?®
cieczy nadosadowej, ktérg wprowadzono do kolby ze sterylnym podtozem YS z dodatkiem 1% pro-
duktéw naftowych i inkubowano przez 72 godziny w temp. 20°C. Z uzyskanej zawiesiny wykonano
posiew metodg powierzchniowg na podtoze state YS (z dodatkiem produktéw naftowych); ptytki Pe-
triego inkubowano w temp. 20°C przez 72 godziny; sposrdd wyrostych kolonii wybrano 10 dominujg-
cych, z ktérych wyizolowano czyste kultury metoda wielokrotnego pasazowania.

Wykorzystujac metode testowania, wybrano szczepy najbardziej aktywne w stosunku do pro-
duktéw naftowych i sprawdzono oddziatywania antagonistyczne pomiedzy nimi. Po 72 godzinach in-
kubacji sptukano skosy agarowe solg fizjologiczng uzyskane w ten spos6b roztwory wymieszano
i okreslono ogdlng liczebnos$é komérek bakterii w 1 cm?® uzyskanej zawiesiny, traktowanej jako biopre-
parat bakteryjny. Liczba komérek bakterii w biopreparacie wynosita 6-10° komérek/1 cm® zawiesiny.
Do odpowiednich préb wprowadzono 50 cm?® biopreparatu/kg gleby.

Proces remediacji prowadzono w warunkach polowych przez 12 tygodni. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzono, ze wprowadzenie biopreparatu bakteryjnego spowodowato wzrost ilosci bak-
terii majgcych zdolnos¢ degradacji weglowodoréw 19 krotnie w poréwnaniu z samg gleba, a zastoso-
wanie rosliny w potaczeniu z biopreparatem bakteryjnym - 3000 razy (poréwnaniu z samg gleba).
Jednoczesnie stwierdzono, ze po trzech miesigcach bioremediacji, obsianie gleby roslinami spowo-
dowato wzrost stopnia usuniecia weglowodoréw alifatycznych (w poréwnaniu do prébek bez roslin)
srednio o ok. 25,6%. W prébkach gleb, w ktérych zastosowano potgczenie roslin z biopreparatem
stwierdzono, ze stopien rozktadu weglowodoréw alifatycznych byt srednio o 57% wyzszy niz w préb-
kach kontrolnych. Stwierdzono réwniez, ze zastosowanie biopreparatu w potaczeniu z roslinami pod-
niosto efektywnos$¢ usuwania frakcji ciezkich érednio 13,5 razy (w poréwnaniu do probek bez roslin
i biopreparatu). Podobne rezultaty otrzymano w przypadku wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposaéb fitoremediacii gleb z produktéw ropopochodnych metodg ,in situ” wspomaganej bio-
preparatem bakteryjnym, w ktérej wykorzystuje sie specjalnie wyselekcjonowane rosliny odporne na
zanieczyszczenia znajdujace sie w rekultywowanym gruncie, znamienny tym, ze jako preparat bakte-
ryjny stosuje sie autochtoniczne bakterie pobrane z prébek gruntu przeznaczonego do oczyszczania,
z ktérych izoluje sie dominujgce, o najwyzszej zdolnosci do rozktadu weglowodoréw, a jednoczesnie
nie wykazujgce antagonizmu pomiedzy sobg i wkasciwosci chorobotwdérczych, namnaza sie je na pod-
tozu minimalnym z dodatkiem sterylnego wyciggu glebowego uzyskanego z gruntu przeznaczonego
do oczyszczania i wprowadza do zanieczyszczonego gruntu w ilosci minimalnej co najmniej 10** ko-
mérek/kg suchej masy oczyszczanego gruntu.

2. Sposob fitoremediacji zastrz. 1, znamienny tym, ze namnozone bakterie wprowadza sie do
gruntu poprzez jego zraszanie.

3. Sposoéb fitoremediacji wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze po wprowadzeniu bakterii ob-
siewa sie rekultywowany teren roslinami.
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