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ZASTOSOWANIE METOD BIOLOGICZNYCH
DO PROGNOZOWANIA BIODEGRADACJI SUBSTANCJI
ROPOPOCHODNYCH W GRUNTACH

Streszczenie. Praca zawiera ocene mozliwosci zastosowania metod biologicznych w
prognozowaniu  biodegradacji  substancji  ropopochodnych w gruntach. Badania
przeprowadzono na duzej liczbie proéb gruntéw pochodzacych z terenu catej Polski,
zawierajgcych rézne stezenia weglowodoréw. Metodami statystycznymi starano sie
wyznaczy¢ korelacje pomiedzy badanymi parametrami. Badania wykazaly, iz prognozowanie
przebiegu procesu biodegradacji wymaga analizy wielu parametréow skazonego gruntu, ktére
powinny by¢ brane pod uwage w toku przeprowadzanego procesu oczyszczania.

APPLICATION OF BIOLOGICAL METHODS IN ESTIMATION OF THE
BIODEGRADATION PROCESS OF PETROLEUM PRODUCTS IN SOIL

Summary. This paper presents the results of studies on the applications of biological
methods to estimate petroleum products biodégradation in soil. Research was carried out on
soil samples containing different concentrations of hydrocarbons. Statistics methods were
used to calculate the correlation between the investigated parameters. It was /ound that
prognosis of the biodégradation process of petroleum products in soil requires analysis of a
lot of parameters of contaminated soil.

WSTEP

Zanieczyszczenie $rodowiska wodno-gruntowego substancjami  ropopochodnymi
zwigzane jest z rosngcym zapotrzebowaniem na produkty przemystu naftowego.
Przedostawanie sie tych substancji do otwartych zbiornikéw wodnych, woéd gruntowych i
ziemi uprawnej moze spowodowac powazne nastepstwa wynikajace z silnie toksycznego i
mutagennego ich charakteru.  Substancje ropopochodne sg bowiem mieszaning
weglowodoréw (ciektych, statych i gazowych), gtdwnie parafinowych, naftenowych i
aromatycznych [10,11,13],
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Zagadnienie oczyszczania $rodowiska gruntowego z substancji ropopochodnych jest
wcigz nie rozwigzane w sposob zadowalajacy. Usuniecie tych substancji jest zwykle
przedsiewzieciem trudnym i kosztownym, poniewaz wymaga czesto zastosowania nie jednej,
lecz wielu metod po sobie nastepujgcych. Najczesciej polega ono na oczyszczaniu skazonego
gruntu metodami fizycznymi badz chemicznymi. W procesach rozktadu produktéw
naftowych na duzg uwage zastugujg metody biologiczne. Wprawdzie mikroorganizmy sg
zdolne do degradacji tego typu zwigzkéw, jednakze proces samooczyszczania zachodzi
bardzo wolno itrzeba dziesigtek, a nawet setek lat, aby uporaty sie z tym problemem. Dlatego
tez konieczne jest przyspieszenie tego procesu poprzez celowe dziatanie cztowieka [4,6,16],

Coraz czeSciej prowadzi sie wiec badania nad przyspieszeniem biodegradacji
weglowodoréw na drodze proceséw biotechnologicznych, przy wykorzystaniu aktywnych,
czystych kultur drobnoustrojéow uprzednio wyizolowanych z silnie skazonych S$rodowisk
naturalnych. Z uwagi na stosunkowo niskie koszty oraz duzg skuteczno$¢ metody biologiczne
znajdujg praktyczne zastosowanie na skale techniczng [1,5],

Biodegradacja zanieczyszczen ropopochodnych w skazonym S$rodowisku uzalezniona
jest od wielu czynnikéw fizyczno-chemiczno-biologicznych. Najbardziej istotne to:
wiasciwosci fizykochemiczne gleby, stezenie i struktura chemiczna zanieczyszczen, stezenie
zwigzkow biogennych (azotu i fosforu), temperatura, zawartos¢ tlenu, wilgotnos¢, cisnienie,
odczyn (pH) gleby, zawarto$¢ zwigzkéw organicznych, obecno$¢ zwiazkéw toksycznych,
skiad ilosciowy ijakosciowy mikroorganizmoéw oraz ich aktywnos$¢ metaboliczna [17],

W Polsce istnieje duzo terendéw zniszczonych rozlewami substancji ropopochodnych
[12], Skazenie $Srodowiska na tych terenach stato sie przedmiotem licznych badan i prac
rekultywacyjnych. Wiele firm opracowuje metody likwidacji skazen ropopochodnych z
zastosowaniem metod biologicznych oraz zajmuje sie prognozowaniem mozliwosci
bioremediacji skazonych weglowodorami terenéw [3,9], Istnieje wiec potrzeba wskazania
standardowych metod pozwalajgcych na kontrole zachodzacych proceséw biodegradacji.

Celem pracy byla ocena mozliwosci zastosowania wybranych metod biologicznych w
prognozowaniu biodegradacji substancji ropopochodnych w gruntach.

MATERIALY | METODY

Materiat do badan stanowity préby gruntu zanieczyszczone substancjami
ropopochodnymi pobierane z terenéw catej Polski przez firme ,Ekokonrem” oraz préby
gruntu pobierane na terenie rejonowej stacji PKP Wroctaw-Brochéw, w trakcie jego
oczyszczania na ptycie do bioremediacji, przez firme ,,EKO-MED”.

W toku badari laboratoryjnych wyznaczono nastepujace parametry dla badanych prob
gruntu:

1 Liczbe bakterii zdolnych do rozktadu weglowodoréw metoda najbardziej prawdopodobnej
liczby bakterii NPL wg Mc Crady’ego na ptynnym podtozu mineralnym Siskinej-
Trocenko z dodatkiem substancji ropopochodnych skazajacych dang probe jako jedyne
zrodto wegla i energii.

2. Miano bakterii rozktadajagcych produkty ropopochodne na ptynnym podtozu mineralnym
Siskinej-Trocenko z dodatkiem substancji ropopochodnych skazajgcych dang prébe jako
jedyne zrodto wegla i energii.



Zastosowanie metod biologicznych do prognozowania biodegradacji.. 91

3. Liczbe bakterii heterotroficznych metoda najbardziej prawdopodobnej liczby bakterii
NPL wg Mc Crady’ego na podtozu bulionowym.

4. Intensywnos$¢ pobierania tlenu przez mikroorganizmy zasiedlajgce badane gleby metodg
manometryczng Warburga lub zmodyfikowang metodg miareczkowg Winklera.

5 lo$¢ dwutlenku wegla wydzielang przez mikroorganizmy zasiedlajgce badane gleby
metodg miareczkows, po uprzednim zwigzaniu przez NaOH.

6. Postep procesu biodegradacji substancji ropopochodnych metodg chromatograficzng po 7
i 14 dniach. Proby inkubowano w warunkach tlenowych przy maksymalnym ograniczeniu
dyfuzji tlenu z powietrza. Uzyskano to poprzez umieszczenie prob w bioreaktorach o
ograniczonym dostepie tlenu. Temperatura inkubacji wynosita 20°C. Préby umieszczano
w termostatach pozbawionych dostepu S$wiatla. Ubytek weglowodoréw w prébach
oznaczono metodg SPE z detekcja GC-MS. W prdbach pochodzacych z piyty
bioremediacyjnej oznaczano stezenie weglowodoréw bezposrednio po pobraniu.

7. Dla danych uzyskanych we wszystkich badaniach okreslono wspotczynniki korelacji.
Obliczenia zostaty wykonane za pomocg programu komputerowego Microsoft Excel 97
na komputerze PC z procesorem Pentium 2.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Przeprowadzone analizy wykazaty bardzo duze zrdznicowane warto$ci parametrow
biologicznych badanych gruntéw, co znalazto odzwierciedlenie we wspoétczynnikach korelacji
wyznaczonych pomiedzy nimi (tabele 1, 2). Przebadano bowiem grunty pochodzgce z wielu
regionéw kraju, roézniace sie rodzajem zanieczyszczen ropopochodnych i wiasciwoséciami
fizykochemicznymi.

Zawarto$¢ substancji ropopochodnych w gruntach wahata sie od ilosci $ladowej do
1538,2 mg/kg (préba 32). W wiekszosci przypadkach nie przekraczata jednak poziomu
146 mg/kg. Samooczyszczanie badanych gruntéw przebiegato z r6zng intensywnoscig. Po 14
dniach obserwacji osiggato ono od 15,4% (préba 28) do 98% (proba 16). Postep biodegradacji
nie byt uzalezniony od poczatkowego stezenia substancji ropopochodnych w badanym
materiale. Wspétczynniki korelacji wyznaczone pomiedzy poczatkowym ich stezeniem a
ubytkiem weglowodoréw po 7 i 14 dniach inkubacji wynosity 0,206 i 0,232. Te niskie
korelacje byty spowodowane zapewne tym, iz obserwowany ubytek produktéw naftowych
jest wypadkowa wielu proceséw. W przypadku $wiezego rozlewu mamy dg* czynienia
poczatkowo z procesem parowania lekkich frakcji weglowodorowych, co przeklada sie na
duzy postep rozktadu. Z drugiej strony struktura gruntu decyduje o tzw. biodostepnosci, czyli
szybkosci wykorzystywania przez drobnoustroje poszczegdlnych frakcji jako zrédia wegla i
energii. W gruncie $cistym i gliniastym procesy rozktadu beda zachodzity wolniej niz w
piaszczystym. Duza korelacja wynoszaca 0,681 istniata jedynie pomiedzy ubytkiem
weglowodoréw po 7 i 14 dniach. Oznacza to, ze wystarczy zbadaé tylko jeden z
przedstawionych parametrow, aby pozna¢ postep procesu samooczyszczania w gruncie.



92

K. Piekarska, B. Kotwzan, T. M. Traczewska

Wybrane parametry gruntéw pobranych w réznych rejonach kraju

L Pochodzenie
P- préby
1
2 ek
3
g Zagah
6
7 Poznan
8
9 Lo
10 Piaski
1 .
1 Cztuchéw
13 teba
u Nieporet
15 pore
16
17 Ustka
18
19 Uchan

20

21 .

2 Nieznane

23

Ugoszcz

24
25
26
27 A =
28
29
30 Koluszki
31
32 Brzeg

3 Kalisz

34 Pomorski

35 Nowa Sol

36

37 Lesna

Gilebokosé
poboru
préby
[m]

1.0
1.0
15
10
2,0
15
15
15
10
3,0
1,0-1,2
09-1,1
1.0
0,2-0,3
0,6-0.7
1,0-2,0
2,0-3,0
3.0
3,0
3,0
0,0
15

0,5

10

11

2,3

0.4
0,8
2,7
3,0
3,0
1,0

2,5-3,0

2,8-3,0
1.0
0,5
1,0

NPL bakterii
heterotro-
ficznych

[kom./qg]

n.b.
n.b
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.
n.b.

n.b.
n.b.
n.b.

n.b.

70 000 000 000
7 000 000 000
700 000 000
2 400 000 000
240 000 000
2 400.000 000

62 000 000
70 000 000 000

6 200 000 000
7 000 000 000
700 000 000

NPL llose
bakterii obieranego
rozktadajacych P tlenu g
weglowodory
[kom./g] [pl/h/100g]
62 000 2240
700 000 217,0
2400 000 ¢
6 200 000 42,6
240 000 12,9
62 000 000 579,6
62 000 000 596,4
62 000 000 582,1
700 000 000 397,3
700 000 000 46,3
70 000 000 000 681,5
240 000 000 33,22
24 000 000 000 407,0
2 300 000 15,2
24 000 000 50,2
70 000 000 1411
70 000 000 187,4
6 200 000 865,0
210 000 627,0
70 000 690,0
13 000 000 465.0
24 000 000 399,0
90,6(-)
2400 000 80,4(+) *
99,8(-)
7 000 000 50.2(+)
429,2(-)
70 000 125(+)
196,2(-)
1300 000 120,4(+)
2400 000 000 328,7
7 000 000 000 165,1
90 000 000 111,28
24 000 000 89,1
62 000 000 218,43
2400 000 000 226,9
19,86(-)
24 000 18.33(+)
112,83(-)
2400 000 29.03(+)
41,63(-)
62 000 000 19,5(+)
7 000 000 145,7
12.5(-)
13 000 000 21.4(+)

Zawartos¢
ropopo-
chodnych
w gruncie

[ma/kg]

65,4
72,7
46,3
8,42
0,31
10,5
9,9
115
4,9
0,15
12,45
0,2
12,2
207
102
0,49
29
83,7
17,1
12,7
146,0
93,8

$lad
Slad
Slad

Slad

21,4
8,2
67,7
15,8
414
1538,2

Slad
Slad
Slad
0,51

$lad

Tabela 1
Ubytek Ubytek
weglo- weglo-
wodoréw wodoréw
po 7 po 14
dniach dniach
[%61 [l
6,6 89,9
15,6 78,5
6,0 87,0
32,9 63,2
50,3 51,3
62,9 62,0
57,4 55,1
51,9 63,0
28,6 56,1
76,7 97,3
1,0 31,5
1,0 55,0
12,6 19,1
20,8 23,7
23,5 26,5
67,3 98,0
47,9 68,6
60,0 79,0
25,0 37,0
36,0 49,0
22,0 84,9
12,2 87,0
n.b. n.b.
n.b. n.b.
n.b n.b.
n.b. n.b.
94 23,0
12,2 154
65,73 73,26
79,1 93,67
39,6 47.58
58,4 84,5
n.b. n.b.
n.b. n.b.
n.b. n.b.
195 24,4
n.b. n.b.

Legenda: n.b.- nie badano, procesy oddechowe badane w (-) nieobecnosci i w (+) obecnosci substancji
ropopochodnych wprowadzanych dodatkowo do préby
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Tabela 2
Wspotczynniki korelacji dla wybranych parametréw gruntéw
pobranych w réznych rejonach kraju (m=2, n=37)

Zawartoé Ubytek Ubytek

. - Glebokos¢  NPL NPL los¢ weglo- weglo-
Wspoh:zy_n_nlk peoboru bakterii bakterii pobieranego ropopo- wodoréw  wodoréw
korelacji . . chodnych
préby  heterotro- rozkfadajacych tlenu ; po7 po 14
o [m] ficznych  weglowodory  [pl/h/100g] W[r?]n;ECIe dniach dniach
g/kg] [%! %]
Glebokosc poboru ; 0,097 0,108 -0,040 0,125 0,299 0,189
proby[ml
NP bakteri -0,097 : 0,099  0452%  -0,162  -0,375* -0,316
heterotroficznych
NPL bakterii
rozktadajacych -0,108 -0,099 - -0,063 -0,042 -0,099 -0,157
weglowodory
1l0$¢ pobieranego
tlenu [pl/WIOOg| -0,040 0,452* - 0,063 - -0,013 0,188 0,163
Zawarto$¢
ropopochodnych -0,125 -0,162 - 0,042 -0,013 - 0,206 0,236
w gruncie [mg/kgj
Ubytek
weglowodoréw 0,299 -0,375* -0,099 0,188 0,206 - 0,681*
po 7 dniach [%]
Ubytek
weglowodoréw 0,189 -0,316 -0,157 0,163 0,236 0,681* -

po 14 dniach [%]
*statystycznie istotne przy a=0,05; r>0,323

NPL bakterii rozktadajacych weglowodory ropopochodne wahata sie od 24x103 (préba
33) do 70x109 komérek/gram (préba 11). Zwykle liczebnosé ta ksztattowata sie na poziomie
od kilku do kilkuset milionéw komdrek/gram. Taka ilos¢ bakterii byla wystarczajgca do
przebiegu prawidtowego procesu bioremediacji. Przyjmuje sie bowiem, ze liczba bakterii
zuzywajacych produkty ropopochodne jako jedyne zrodto wegla i energii nie powinna by¢
mniejsza niz 105 komorek/gram gleby [2], Bardzo znaczne iloSci bakterii metabolizujgcych
weglowodory wskazujg na ich selekcje i adaptacje pod wplywem zanieczyszczenia, ktore
dostato sie do gruntu juz jaki$ czas temu. W tych przypadkach obserwowano takze podobny
poziom bakterii heterotroficznych (préby 27,28,29,31,32). Moze to $wiadczy¢ o zjtchwianiu
naturalnej proporcji pomiedzy tymi bakteriami, a co za tym idzie, o wysokim potencjale
biodegradacyjnym. Jezeli w takich przypadkach postep biodegradacji byt niewielki, to w
gruncie mogty by¢ obecne trudniej dostepne lub trudnorozktadalne weglowodory (préba 28).
Mate ilosci tych drobnoustrojéw obserwowano w glebach o niewielkim lub $ladowym
poziomie zanieczyszczen, co w poréwnaniu z duzo wiekszym poziomem bakterii
heterotroficznych $wiadczy o zakoriczeniu proceséw rozkladu i ewentualnie pozostaniu w
gruncie pewnej puli opornych na biodegradacje weglowodoréw (proby 20,25,33).
Wspotczynniki korelacji wyznaczone pomiedzy liczebnos$cig drobnoustrojéw rozktadajacych
weglowodory a ich poczagtkowym stezeniem w glebie i ubytkiem po 7 dniach oraz liczbg
bakterii heterotroficznych byty praktycznie bliskie zeru. Wspotczynnik korelacji pomiedzy
tymi bakteriami a ubytkiem substancji ropopochodnych po 14 dniach byt ujemny i wynosit
okoto -0,2.

Liczne wystepowanie bakterii zdolnych do biodegradacji weglowodoréw nie musi
$wiadczy¢ o ich duzej aktywno$ci metabolicznej. Aby sie o tym przekonaé, wyznaczono
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intensywnos$¢ pobierania tlenu przez drobnoustroje w badanych probach gruntu. Proces
respiracji prowadzono metodg manometryczng Warburga. Na podstawie 12-godzinnej
obserwacji poboru tlenu przez 100-gramowe probki gleb obliczano $rednie jego zuzycie w
mikrolitrach na godzine. 1lo$¢ pobieranego tlenu wahata sie od 12,5 pl/h (préba 37) do
865 pl/h (préba 18). Nie wszedzie jednak tam, gdzie zuzycie tlenu byto duze mieliSmy do
czynienia ze znaczacg iloscig bakterii rozkladajagcych weglowodory oraz ze znacznym
postepem biodegradacji (préby 19,20). Dowodzi¢ to moze przebiegu naturalnych proceséw
rozktadu materii organicznej nie zwigzanej z rozkladem weglowodoréw. Ponadto
obserwowano tez obnizenie aktywnosci oddechowej, mimo licznie reprezentowanych
specyficznych drobnoustrojéw wraz z glebokoscig warstwy, co jest naturalnym zjawiskiem
(préby 3,10,28,37). W niektérych probach obecno$¢ bakterii posiadajacych zdolno$¢ do
biodegradacji ropopochodnych nie miata wptywu na procesy oddechowe badanej gleby z
uwagi na brak w niej tego substratu. W takich przypadkach badania manometryczne
prowadzono takze dodajac dodatkowo produktu naftowego do gruntu (proby 23-26, 33-
35,37). W wyniku takiego postepowania, w wiekszosci prob, obserwowano zahamowanie
proceséw oddechowych $wiadczace o toksycznym oddziatywaniu weglowodoréw, a co za
tym idzie - o zakonczeniu proceséw rozktadu jaki$ czas temu. Jednak obecno$¢ aktywnych
bakterii w tych probach gwarantuje ich dobry potencjat biodegradacyjny. Ilo$¢ pobieranego
tlenu przez badane grunty najlepiej korelowata z NPL bakterii heterotroficznych (r=0,452),
natomiast jej korelacja z ubytkiem weglowodoréw po 7 i 14 dniach inkubacji byla
statystycznie nieistotna (r=0,188 i 0,163). Wspotczynnik korelacji z NPL bakterii
rozktadajgcych substancje ropopochodne byt ujemny i bliski zeru.

Wyniki badan dla préb pobieranych na Wroctawskim Brochowie przedstawiono w
tabelach 3i 4.

Tabela 3
Wybrane parametry gruntéw pobranych na Wroctawskim Brochowie
Glebokosé Zawarto$¢  Ubytek yveglo- Realny . ilos¢ CO: 3
Nu[ner pgbljania cﬁ)%%r;oc_h Wog\?vrg:x po u%ﬁ%ﬁﬁ 0 b'\:I:?;rci) i W};;:jgna pobiltla(rJzSif]ego
proby pEg%y wgruncie  miesiacach  miesigcach rale'adaJaCyCh grunt tlenu
[mg/kg sm.] i [ma/kg s.m.] eglowodory [mag/g/24h] [mgO2g/120n]

11 0.5 1866.4 73,6 1373,8 106 0,39 0.69
1-2 1 4227 60,7 256,6 106 0,28 0,69
13 15 921,1 84,6 779,4 10'6 0,32 0.69
111 0.5 3010,6 85,8 2583,8 10'6 0,73 0,619
11-2 1 5044,4 82,9 4181,2 10'6 0,5 0.51
11-3 15 3152.7 79,9 2520.4 106 0,57 0,66
1111 0,5 1025,5 67 687.4 10¢ 0,43 0.637
11-2 1 4255,9 93,8 3991 10'6 0.3 0.477
111-3 15 4416,3 98,3 4341,3 io6 0,27 0.61
V-1 0.5 3523,5 97 3416,3 10'6 0.41 0.653
V-2 1 2292.2 91,9 2105,9 107 0,35 0.685
V-3 15 1197,2 81,3 973,7 10'7 0,33 0.66
V-1 0,5 1904.3 72,7 1383,7 107 0.3 0.662
V-2 1 2430,9 93,9 2282,4 1077 0,31 0.687

V- 15 5997,7 98,3 5895,8 10-7 0,26 0.66
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Tabela 4
Wspotczynniki korelacji dla wybranych parametrow gruntéw
pobranych na Wroctawskim Brochowie (m=2, n=15)
> Ubytek . >
.. Zawartos¢ Miano llos¢ C02 i
Wspdtczynnik Glebokqsc ropopo- weglq- Realny bakterii wydalana .”OSC
" pobrania wodoréw  ubytek - pobieranego
korelacji préby chodnych podwéch  [mgkg rozktadaja- przez tlenu
(r) w gruncie o cych grunt
m] [mg/kg s.m] mlesr(l;(_:ach s.m] weglowodory [mg/g/24h] [mgG2/g/120n]
ol
Glebokosé
pobrania - 0,224 0,333 0,263 -0,173 -0,331 0,025
proby [m]
Zawarto$¢
ropopochodnych 5, 4 ; 0,705* 0,990* -0,00016 0,067 0,572
w gruncie
fing/kg s.m.|
Ubytek
weglowodoréw * ) ) )
po dwéch 0,333 0,705* - 0,766 0,219 0,118 0,248
miesigcach [%]
Realny ubytek 0263  0,990%  0,766* - 0,035  -0,016  -0,524
[mg/kg s.m.l
Miano bakterii
rozktadajacych -0,173  -0,00016 -0,219  -0,035 - 0,412 -0,357
weglowodory
llos¢ C02
wydalana ) ) ) )
przez grunt 0,331 0,067 0,118 0,016 0,412 - 0,168
fmg/g/24hl
1l0$¢ pobieranego
tlenu 0,025 -0,572 -0,248  -0,524 -0,357 -0,168 -

[nigCb/gmOhl
* statystycznie istotne przy a=0,05; r>0,513

W tabelach tych umieszczono wyniki $rednie z trzykrotnych badan, przeprowadzonych
w odstepach dwutygodniowych, gruntu poddanego bioremediacji na specjalnie
skonstruowanej do tego celu ptycie. Préby pobierano na pieciu stanowiskach z trzech
pozioméw giebokosci. Tego typu proces oczyszczania prowadzony byt dla grunjtéw silnie
skazonych produktami naftowymi z zastosowaniem inokulantu zawierajgcego autochtoniczne,
aktywne drobnoustroje. Zawarto$¢ ropopochodnych na poszczeg6lnych stanowiskach poboru
wahata sie od 422,7 (1-2) do 5997,7 (V-3) mg/kgsm. We wszystkich probach po
przeprowadzeniu oczyszczania stwierdzony ubytek weglowodoréw wahat sie w zakresie od
60%-98%. Stopien ich redukcji, obliczony po dwdch miesigcach, dobrze korelowat z ich
poczatkowg koncentracjg w gruncie (r=0,766 i r=0,99 dla realnego ubytku mierzonego w
mg/kgsm). W toku prowadzenia procesu oczyszczania zanotowano obecno$¢ w gruncie
licznych bakterii majacych zdolno$¢ do wykorzystywania weglowodoréw w charakterze
jedynego Zzrddta wegla i energii. Miano tych bakterii ksztattowato sie na poziomie 10'6-10'7.
Aktywnos$¢ oddechowa drobnoustrojow glebowych mierzona iloscig wydzielanego dwutlenku
wegla byta zréznicowana i wahata sie od 0,26 (V-3) do 0,73 (II-1) mg/gsm w ciggu 24-
godzinnej obserwacji. Zanotowano jej statystycznie nieistotng korelacje, r=0,412, z iloscig
bakterii wykorzystujagcych weglowodory. Wspo6tczynnik korelacji pomiedzy tym parametrem
a ubytkiem weglowodoréw po dwéch miesiacach byt bardzo niski i ujemny, r=-0,118.
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Natomiast ilo$¢ pobieranego tlenu przez drobnoustroje byta mniej zr6znicowana i wahata sie
w granicach od 0,477 (ll11-2) do 0,69 (I) mg/gsm w ciggu 120-godzinnej obserwacji.
Wspétczynniki korelacji pomiedzy zuzywaniem tlenu przez mikroorganizmy a innymi
parametrami byty ujemne (dla zawartosci ropopochodnych r=-0,572, a dla ubytku
ropopochodnych r=-0,524).

PODSUMOWANIE

Warunkiem stosowania metod biotechnologicznych jest okreslenie stezenia oraz rodzaju
weglowodoréw  wystepujacych w  skazonym  gruncie. Oczyszczanie gruntéw z
ropopochodnych przy zastosowaniu drobnoustrojéw jest bowiem mozliwe, gdy ich stezenie
nie przekracza 10% [17], Z drugiej strony podatno$¢ weglowodoréw na rozkiad
mikrobiologiczny zalezy od ich budowy chemicznej. Najtatwiej sg rozktadane weglowodory
alifatyczne o prostych tancuchach. Cykloalkany i weglowodory wielopierscieniowe naleza do
zwigzkéw stabo biodegradowalnych, a struktury naftenowo-aromatyczne, asfalteny i inne
ciezkie frakcje sga oporne na mikrobiologiczny rozktad [8,10,13], Budowa chemiczna
zanieczyszczen, obok warunkéw fizykochemicznych panujgcych w  zanieczyszczonym
gruncie ijego struktury, ma wptyw na wielko$¢ sorpcji produktéw naftowych, a tym samym
na ich biodostepno$¢ [18]. Nalezy takze wspomnie¢ o zjawisku zahamowania wzrostu
drobnoustrojéw, a tym samym spadku ich aktywnosci metabolicznej, na skutek obecnosci
zwigzkoéw toksycznych. Wiasciwosci toksyczne posiadajg zarowno niektére weglowodory,
jak i inne substancje chemiczne mogace wystepowaé na badanym terenie. Czesto obok
zanieczyszczen naftowych mozemy spotkaé np. metale ciezkie. Chemiczna analiza
zanieczyszczen stanowi wiec podstawe do prognozowania procesu bioremediacji gruntéw i
przebiegu ich oczyszczania [10],

Jednym z parametréw pozwalajgcych na ocene intensywnosci przebiegu procesow
rozktadu oraz potencjalnych zdolnosci do biodegradacji substancji ropopochodnych jest
liczebnos$¢ bakterii rozktadajacych weglowodory i wykorzystujacych je jako jedyne zrédto
wegla i energii. Bakterie o takich wiasciwosciach wystepuja w $rodowisku naturalnym.
Ocenia sie ich ilos¢ na okoto 0,1%-1% wszystkich bakterii wystepujacych w
powierzchniowej warstwie gleby. Po zanieczyszczeniu gruntu weglowodorami ich iloS§¢ moze
wzrosng¢ 1000-krotnie [7], Jednakze obecno$¢ tych bakterii w gruncie, na wysokim
poziomie, moze by¢ takze dowodem na wczesniejszy ich kontakt z zanieczyszczeniem
weglowodorowym. Analiza tych mikroorganizméw pozwala wiec takze na wnioskowanie o
selekcji i adaptacji bakterii spowodowanej juz zbiodegradowanym skazeniem. Dlatego tez,
stwierdzenie duzej ilosci bakterii zdolnych do rozktadu ropopochodnych nie gwarantuje, ze sg
one metabolicznie aktywne.

Nastepnym  parametrem  mogacym by¢ przydatnym w ocenie  potencjatu
biodegradacyjnego gleby jest liczebno$¢ bakterii heterotroficznych. Zachwianie bowiem
naturalnej proporcji pomiedzy liczebnoscig bakterii heterotroficznych a liczebnos$cig bakterii
aktywnych wobec weglowodoréw ropopochodnych jest dowodem selekcji mikroflory, a co za
tym idzie - jej zdolnosci do rozktadu tego specyficznego substratu.

Aktywnos$¢ biologiczna gleby jest odbiciem ogdlnego stanu fizjologicznego
drobnoustrojéw i ich mozliwosci biodegradacyjnych. Dobrym wskaznikiem aktywnosci
metabolicznej drobnoustrojéw zasiedlajacych skazone gleby moze by¢ badanie ich
aktywnosci oddechowej. Wysokie zapotrzebowanie mikroorganizméw na tlen, w obecnosci
weglowodoréw ropopochodnych, informuje nas o intensywnym przebiegu procesow
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rozktadu, a tym samym o wysokim potencjale biodegradacyjnym badanej gleby oraz o braku
w niej substancji toksycznych. Nie zawsze jednak wnioski z tego typu badan sg tak oczywiste
Wysoka aktywno$¢ oddechowa drobnoustrojow glebowych moze by¢ wynikiem rozkladu
innych substancji organicznych wystepujgcych w badanej glebie. Czesto jednak mozemy
mie¢ do czynienia ze zjawiskiem tzw. kooksydacji [2], kiedy to mikroorganizmy potrafiag
utlenia¢ weglowodory wystepujace jako dodatkowe, a nie podstawowe Zzrédio wegla.
Natomiast w przypadku $wiezego skazenia mozemy mie¢ do czynienia z procesem parowania
zwigzkbw o duzej lotnosci, co w przypadku badan prowadzonych metodami
manometrycznymi przyczynia sie do otrzymania fatszywych wynikow.

Dlatego uzupetnieniem tych badan powinna by¢ analiza ilosci wydzielanego dwutlenku
wegla. Procesy biodegradacji prowadzone sg najczeéciej przez wyspecjalizowane zespoly
mikroorganizméw nalezacych do réznych grup taksonomicznych przeprowadzajacych kolejne
etapy degradacji [2], W wyniku takiego wspétdziatania dochodzi do catkowitego rozktadu
zanieczyszczen z wydzieleniem dwutlenku wegla i wody.

Podsumowujac, nalezy stwierdzié¢, iz analiza poziomu przedstawionych w pracy
parametrow biologicznych moze by¢ niezwykle pomocna zaréwno w prognozowaniu
proceséw biodegradacji substancji ropopochodnych, jak i w toku prowadzonych prac
bioremediacyjnych. Znajomos$¢ aktywnosci biologicznej gruntu wraz z jego fizyczno-
chemiczng charakterystyka oraz strukturg i stezeniem zanieczyszczen weglowodorowych
pozwala takze wybra¢ odpowiednig indywidualng dla danego terenu, metode oczyszczania.
Bardzo czesto w gruncie $wiezo zanieczyszczonym o nie wyksztatconym jeszcze aktywnym
zespole drobnoustrojow lub silnie skazonym o maltej zdolnosci biodegradacyjnej istnieje
konieczno$¢ wprowadzenia inokulantéw. Inokulanty takie powinny zawieraé, namnozone
uprzednio, mikroorganizmy autochtoniczne pochodzace z zanieczyszczonego S$rodowiska
[14,15], Tylko one bowiem nie spowodujg zachwiania naturalnej réwnowagi biologicznej,
bedg mialy szanse przezy¢ w zanieczyszczonej biocenozie, a tym samym zagwarantujg
odpowiednio wysoki potencjat biodegradacyjny. W takim przypadku konieczna jest kontrola
parametréow biologicznych oczyszczanego gruntu w trakcie prowadzonych prac
bioremediacyjnych. Obserwacja tych parametréw, obok niezaprzeczalnych korzysci
wynikajacych ze $ledzenia postepu oczyszczania, pozwoli takze na uruchomienie Srodkéw
zaradczych w momencie obnizenia jego skutecznosci. Jednoczesnie nalezy zwr6cié¢ uwage na
to, ze proces biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych w gruncie jest wypadkowa wielu
procesow zaleznych od warunkéw fizyczno-chemiczno-biologicznych totez nie zawsze
metody statystyczne moga by¢ pomocne w jego prognozowaniu.

)
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Abstract

The purification of petroleum contaminated soil is one of the most important and current
problems. Today, years of biological methods of soil remediation of contaminated with
petroleum products find more and more applications used on a large scale. Although the
indigenous microorganisms are able to use these compounds as food substrates, the natural
biodégradation process is very slow and it may take many years in case of heavy pollution.
Therefore, the biodégradation process should be accelerated by a man intervention.

This paper presents the results of studies on the applications of biological methods to

estimate petroleum products biodégradation in soil. Research was carried out on soil samples
containing different concentrations of hydrocarbons. Statistics methods were used to calculate
the correlation between the investigated parameters.
It was found that prognosis of the biodégradation process of petroleum products in soil
requires analysis of a lot of parameters of contaminated soil, for example: number of
petroleum products degrading bacteria, intensity of microorganisms’ respiration and
concentration of petroleum products in soil.
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