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WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW BIOTYCZNYCH
I ABIOTYCZNYCH NA PRZEBIEG BIODEGRADACIJI
PRODUKTOW NAFTOWYCH W GLEBIE

Streszczenie. Przedstawione w pracy badania prowadzone w warunkach laboratoryjnych
dotyczyty okreslenia mozliwosci usuwania produktow naftowych z gleby celowo skazonej
olejem pochodzgcym z oczyszczalni Sciekdéw rafmeryjno - petrochemicznych. Badano wptyw
na przebieg procesu bioremediacji stezenia oleju w glebie (1, 3, 5%), ilosci wprowadzanej do
gleby szczepionki bakteryjnej (20 i 40 ml/ 100 g gleby), dodatkowego napowietrzania oraz
temperatury (10, 20 i 30 C). W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze
usuwanie oleju przebiega lepiej przy nizszych jego stezeniach w glebie - najlepsze wyniki
uzyskano przy stezeniu 1 i 3% oleju. Poprawe redukcji produktéw naftowych uzyskano
rowniez przy wprowadzeniu do gleby dodatkowego napowietrzania oraz przy zastosowaniu
temperatury 20 i 30°C. Wprowadzenie szczepionki bakteryjnej do gleby poddawanej
oczyszczaniu przyspieszatlo tempo redukcji oleju S$rednio o okoto 20%, za$ podwojenie
inokulum podnosito redukcje produktéw naftowych dodatkowo o okoto 10%.

EFFECT OF SELECTED BIOTIC AND ABIOTIC FACTORS ON THE
COURSE OF BIODEGRADATION OF PETROLEUM PRODUCTS
IN THE SOIL

*
"1

Summary. The studies presented here dealt with the possibilities of the removal, under
laboratory conditions, of petroleum products from soil purposefully contaminated with oil
from purification of petroleum plant of refining wastewaters. The effect of the concentration
of oil in the soil (1,3, 5%), volume of inoculum (20 and 40 ml), additional aeration and
temperature (10, 20 and 30°C) was studied. The experiments carried out concluded that
removal of oil is the most efficient with lower concentrations of the substrate; the best results
were obtained with 1 and 3% oil. Enhanced reduction of petroleum products was also
obtained when additional aeration of the soil was employed at temperature 20 or 30°C. The
introduction of a bacterial inoculum into the treated soil increased the rate of oil reduction by
an average of 20%, whereas doubling the amount of inoculum caused an additional 10 %
reduction of the petroleum products.
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WSTEP

Jednym z bardziej ucigzliwych i trudnych do usuniecia zanieczyszczen gleby sg produkty
naftowe dostajagce sie do gruntu podczas wyciekOw paliwa wok6t dystrybutoréw na stacjach
benzynowych, a takze z uszkodzonych rurociggéw czy cystern [1], Zwigzki ropopochodne
dziatajg destrukcyjnie na strukture gleby - destabilizujg roztwory koloidowe, ograniczajg
wymiane powietrza i filtracje wody, w wyniku czego zmieniajg sie wilasciwosci fizyko-
chemiczne i stosunki powietrzno-wodne w glebie.

Bakterie zdolne do rozktadu weglowodoréw sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie
i stanowig okoto 20% wszystkich grup mikroorganizmoéw [2], Gtéwny udziat w biodegradaciji
biorg bakterie z rodzaju Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Mycobacterium, Nocardia [3].

Na rozktad zwigzkéw ropopochodnych wplywaja zaréwno czynniki abiotyczne, jak i
biotyczne. Nalezg do nich: temperatura, obecnos¢ tlenu, wilgotnos¢ i pH gleby, zawarto$é
pierwiastkbw biogennych, rodzaj i stan skazonej gleby, liczebnos¢ i sklad gatunkowy
mikroorganizmow.

Wiasciwosci fizyczne weglowodordéw zalezg od temperatury - w wyzszej nastepuje
wzrost parowania alkanow krétkotancuchowych i weglowodoréw aromatycznych o malej
masie czgsteczkowej oraz zwieksza sie rozpuszczalno$¢ weglowodoréw w wodzie, dzieki
czemu stajg sie one bardziej dostepne dla bakterii. Sktad gatunkowy mikroorganizméw oraz
ich metabolizm réwniez zalezg od temperatury. Z jej wzrostem zwieksza sie aktywnos¢
enzymoOw takze tych, ktoére biorg udzial w biodegradacji weglowodoréw. Niska temperatura
zmniejsza rozpuszczalno$¢ weglowodoréw, wydtuza okres aklimatyzacji bakterii i obniza
szybko$¢ dziatania enzyméw. Optymalna temperatura biodegradacji produktow
ropopochodnych waha sie w granicach 20-30°C [4],

Dobre napowietrzanie gleby przyspiesza biodegradacje n-alkanéw i weglowodorow
aromatycznych. Przy niedostatku tlenu stwierdzano niska efektywnos$¢ biodegradacji tych
zwigzkow [5],

Waznym czynnikiem wplywajgcym na proces biodegradacji jest odpowiednia wilgotnos¢
gleby - przyjmuje sie, ze wiasciwy przebieg procesu biodegradacji warunkuje wilgotnos¢
gleby 30-90% [6], Woda jest niezbedna do rozwoju i metabolizmu mikroorganizmoéw; zbyt
duza ilos¢ wody moze jednak ogranicza¢ swobodny dostep tlenu i zaburza¢ przebieg
biodegradaciji.

Rozktad weglowodoréw uzalezniony jest takze od pH Srodowiska. Optymalne pH dla
bakterii glebowych wynosi 5-7,8. Niski odczyn pH gleby przyczynia sie do rozwoju grzybow
prowadzacych biodegradacje zazwyczaj z wytworzeniem toksycznych zwigzkéw posrednich.
Obecnos¢ wystarczajgcej ilosci pierwiastkéw biogennych w glebie (gtéwnie azotu i fosforu)
poprawia efektywnos$¢ mikrobiologicznego rozktadu produktéw naftowych. Stwierdzono, ze
niedobor azotu i fosforu hamuje biodegradacje [7], W badaniach Sztompki [8] najwyzsza
redukcje weglowodoréw obserwowano przy stosunku C:N i C:P odpowiednio 10:1 i 414:1.
Na szybkos$¢ rozktadu weglowodoréw w glebie wptywajg bardzo wyraznie liczba i sktad
gatunkowy mikroorganizméw. Aby proces bioremediacji przebiegat pomysinie, liczba
bakterii w glebie powinna wynosi¢ 10 -109kom./g s.m. gleby [9], Stwierdzono, ze sposrod
bakterii glebowych tylko okoto 0,1-1% zdolnych jest do rozktadu zwigzkéw ropopochodnych
[10], Po skazeniu gleby produktami naftowymi ilo$¢ ta wzrasta 100 - 1000 razy [11],

Efektywno$¢ i tempo biodegradacji mozna zwiekszy¢é poprzez adaptacje
mikroorganizméw do zwigzkéw ropopochodnych znajdujacych sie w glebie. Pojawienie sie
zanieczyszczen wywotuje szereg mechanizméw obronnych (wzrost liczby mikroorganizmow,
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zwiekszenie aktywnosci metabolicznej), ktérych zadaniem jest utrzymanie réwnowagi
biologicznej i regeneracja gleby. Zwigzki ropopochodne moga by¢ biodegradowane, jesli
ilos¢ ich nie przekracza 5-10% [12].

Przy wystepujgcym znacznym zanieczyszczeniu gleby mozna prébowac¢ wprowadzac¢ do
niej wyselekcjonowane szczepy bakteryjne zdolne do metabolizowania produktow
naftowych, w celu wspomagania autochtonicznej mikroflory gleby. Uzyte do bioremediacji
szczepy powinny zachowywac¢ swoja aktywnos$¢ pomimo niesprzyjajacych warunkéw
panujacych w glebie: wysokiego stezenia substancji toksycznych, obecnosci metali ciezkich,
nieodpowiedniej temperatury i pH [13].

Celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych czynnikéw biotycznych i abiotycznych
(lodci produktéw naftowych w glebie, wielkoSci inokulum bakteryjnego, dodatkowego
napowietrzania oraz temperatury) na przebieg procesu biodegradacji produktéw naftowych w
glebie.

MATERIALY | METODY

Gleba. Do badan uzyto gleby ogrodowej o pH 5-6 wzbogaconej w makro- i mikroelementy

tzw. ziemi uniwersalnej stosowanej do hodowli roslin doniczkowych i rozsad warzyw.

Frakcja olejowa. Glebe celowo skazano olejem pochodzacym ze S$ciekow rafineryjno-

petrochemicznych, pobranym z mechanicznej oczyszczalni $ciekéw.

Podioza. Stosowano

a) podioze mineralne o sktadzie KH2PO4 bezw. - 2g, K211PO4 bezw.- 7 g, MgS04 x 7 HA -
0,1 g, (NH42s04x 10 H20 - 1g, woda destylowana -1000 ml.

Do podioza dodawano jako jedyne zrédio wegla olej w ilosci 100, 300 i 500 mg na 1000 ml

podioza,

b) agar odzywczy z dodatkiem wyciagu glebowego.

Izolacja bakterii Bakterie izolowano z gleby zawierajacej 3% oleju na agarze odzywczym

wzbogaconym w wyciag glebowy metoda posiewu powierzchniowego.

Spos6b prowadzenia hodowli. W celu zbadania zdolno$ci mieszanki szczepdw bakteryjnych

do rozktadu frakcji olejowej w glebie zalozono hodowle w krystalizatorach, do ktérych

wprowadzano po 100 g gleby oraz zaleznie od wariantu doswiadczenia olej w stezeniu 1, 3

i 5% (wag.) i szczepionke bakteryjng w ilosci 20 lub 40' ml zawiesiny bakteryjnej. Czes¢

hodowli dodatkowo napowietrzano strumieniem powietrza doprowadzanego do

krystalizatorow z glebg w spos6b ciggty. 1

W ostatnim wariancie doswiadczenia hodowle glebowe prowadzono w réznych

temperaturach: 10°C (w lodéwce), 20°C (w temperaturze pokojowej) oraz 30°C

(w termostacie).

Oznaczenia. Oznaczano: ilo$¢ produktow naftowych metodg wagowa (po ekstrakcji eterem

naftowym) oraz liczbe bakterii w glebie metoda pdytkowa.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Izolacja i identyfikacja szczepéw bakteryjnych

Z gleby zanieczyszczonej celowo olejem w ilosci 30g /1000 g gleby wyizolowano
7 szczepOw bakterii. Do badan uzyto takze 5 szczepOw pochodzgcych z kolekcji szczepow
Zaktadu Mikrobiologii Srodowisk Instytutu Mikrobiologii UW. Wszystkie szczepy wysiano
na podtoze mineralne z olejem (1000 m g/1podioza). Inkubacje prowadzono w temperaturze
24°C przez 48 godz. Obserwowano wzrost bakterii, a nastepnie przeprowadzano testy
diagnostyczne i postugujac sie schematem Bonde'a dokonano identyfikacji bakterii.

Wszystkie szczepy uzyte do badan charakteryzowaly sie dobrym lub bardzo dobrym
wzrostem na podtozu mineralnym z olejem, co Swiadczy o zdolnosci do wykorzystywania
weglowodoréw jako jedynego zrodta wegla i energii. W wielu doniesieniach literaturowych
stwierdzono, ze najlepszym sposobem na uzyskanie szczepu rozktadajacego dany substrat jest
wyizolowanie go ze Srodowiska, w ktérym substrat ten sie znajduje [5], [14],

W wyniku przeprowadzonej identyfikacji stwierdzono, ze szczepy uzyte do badan
nalezaly do nastepujacych rodzajéw: Arthrobacter (5 szczepéw), Micrococcus (3 szczepy),
Pseudomonas (3 szczepy) i Aeromonas (1 szczep). Zdolno$¢ wymienionych rodzajéw do
rozktadu weglowodoréw potwierdzajg liczne badania [3], [15],

Whptyw stezenia produktéw naftowych w glebie na ich biodegradacje

Do pojemnikéw z glebg wprowadzono olej w stezeniu 1, 3 i 5% oraz 20 ml zawiesiny
bakteryjnej. Dla kazdego wariantu do$wiadczenia prowadzono hodowle kontrolna, ktérg byta
gleba niezaszczepiona. Hodowle inkubowano w temperaturze pokojowej przez 21 dni.
W czasie trwania doswiadczenia oznaczano liczbe bakterii oraz ilos¢ produktéw naftowych
w glebie. Wyniki przedstawiono na rysunku 1

Rys. 1. Redukcja zawartosci oleju w glebie zaszczepionej bakteriami (inokulum - 20 ml)
Fig. 1. Reduction of oil content in soil inoculated with bacteria (inoculum - 20 ml)
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Stwierdzono, ze spadek zawartosci oleju w hodowli kontrolnej w glebie skazonej olejem
w stezeniu 1, 3, 5% ostatniego dnia hodowli wyniosta odpowiednio 61, 50 i 44%. W glebie z
dodatkiem inokulum najwyzszg redukcje oleju (80%) stwierdzono przy najnizszym stopniu
zanieczyszczenia olejem- (stezenie 1%). Nizsza redukcje oleju obserwowano w glebie
zawierajacej 3% oleju, gdzie ubytek produktéw naftowych wyniést 69%. Najstabszy ubytek
oleju (56%) stwierdzono w najsilniej zanieczyszczonej glebie (stezenie oleju - 5 %).

Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna zatem stwierdzi¢, ze wprowadzenie do gleby
szczepionki bakteryjnej zwigkszyto efektywnos$¢ usuwania produktéw naftowych $rednio o
okoto 17% w stosunku do gleby bez dodatkowo wprowadzonych bakterii.

Przy stezeniu oleju 1 i 3% liczba bakterii wzrosta o jeden rzad wielkosci z 107 do
108kom./gsm gleby, natomiast przy najwyzszym stosowanym stezeniu (5%) stwierdzono
spadek liczby bakterii z 107do 106 kom./gsm w czasie 21 dni. Wysokie stezenia produktéw
naftowych czesto dziatajg toksycznie na mikroorganizmy wystepujace w glebie i hamujg ich
rozwdj. Zbyt duza ilos¢ produktéw naftowych w glebie jest jednym z czynnikéw
ograniczajgcych wzrost bakterii oraz biodegradacje oleju i [5], [16],

Wplyw inokulum bakteryjnego na przebieg biodegradacji oleju

W celu okres$lenia wptywu inokulum na tempo biodegradacji oleju do gleby skazonej
olejem w stezeniu 1, 3 i 5% wprowadzono podwdjng ilos¢ zawiesiny bakteryjnej (40 ml).
Hodowle inkubowano przez 21 dni w temperaturze pokojowej.

W czasie trwania doswiadczenia oznaczano w glebie ilo§¢ produktow naftowych oraz
liczbe bakterii. Wyniki przedstawiono na rysunku 2.

- B- - -1% oleju - kontrola
B 1% oleju +bakterie
-3% oleju - kontrola

- — £ 3% oleju + bakterie
------ 5% oleju - kontrola

# - - 5% oleju + bakterie

o 7 14 21
Czas (dni)

Rys. 2. Redukcja zawartosci oleju w glebie zaszczepionej bakteriami (inokulum - 40 ml)
Fig. 2. Reduction of oil content in soil inoculated with bacteria (inoculum - 40 ml)

Stwierdzono, ze w hodowlach kontrolnych w glebie zawierajgcej 1, 3 i 5% oleju redukcja
produktéw naftowych wyniosta odpowiednio 62, 58 i 45%. Po zaszczepieniu gleby
podwojnym inokulum ubytek oleju wzrést do 90, 83 i 62%.

W glebie zawierajacej 1i 3 % oleju liczba bakterii wzrosta o okoto rzad wielkosci z 107
do 108kom./ gsm, natomiast w glebie z 5% oleju spadta z 107 do 106 kom./gsm

Zastosowanie podwojnej wielkosci inokulum spowodowalo wzrost redukcji oleju
w stosunku do mniejszego inokulum o okoto 10% (rys. 3).
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O 1% oleju - kontrola
@ 1% deju+bakt 20 rrl
m 1%deju+bakt40rrt
m 3% oleju - kontrola
& 3% deju+bakt20rrt
8 3% deju-tbakt40 rri
B 5% oleju - konlrola
0 5% deju+bat6.20rrl
a 5% deju-tbakt40 rrl

Czas (dni)

Rys. 3. Poréwnanie redukcji oleju w glebie przy zastosowaniu réznego inokulura
Fig. 3. Comparison of removal oil with the use of different inoculum

Po dodaniu do gleby 20 ml zawiesiny bakteryjnej liczba bakterii wyniosta 8,5 x 107, apo
wprowadzeniu 40 ml szczepionki - wzrosta do 9,8 x 107 kom./gsm Liczba bakterii w glebie
po wprowadzeniu zwiekszonej ilosci szczepionki nie wzrosta zatem istotnie.

Wptyw napowietrzania gleby na przebieg procesu biodegradacji oleju

W celu sprawdzenia, w jakim stopniu napowietrzanie gleby wptywa na szybkos$¢
usuwania oleju, do pojemnikéw z glebg skazong olejem w stezeniu 1, 3 i 5% zaszczepiong
rozng wielkoscia inokulum wprowadzono strumienn sprezonego powietrza. Hodowle
inkubowano przez 21 dni w temperaturze pokojowej. Oznaczano w glebie liczbe bakterii i
ilos¢ produktéw naftowych. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 4.

m 1%deju- kontrola
0 3% oleju - kontrola
m 5% oleju - kontrola
m 1% oleju + baki.20ni
m 3% oleju + bakt 20ml
® 5% oleju + baki.20mi
B1% oleju + bakt.40ni
0 3% oleju + bakt.40 ml
B5%oleju+bakt.40ml

Czas (dni)

Rys. 4. Redukcja zawartosci oleju w glebie napowietrzanej zaszczepionej bakteriami (inokulum 20 i 40 ml)
Fig. 4. Reduction of oil content in aerated soil inoculated with bacteria (inoculum 20 and 40 ml)

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze ubytek oleju w hodowlach
kontrolnych wyniost srednio 70, 59 i 51%. Po dodaniu szczepionki bakteryjnej procent



Wphyw wybranych czynnikéw biotycznych i abiotycznych naprzebieg biodegradaciji... 115

redukcji oleju wzrdst do 90, 78 i 58%, zas w przypadku zastosowania podwojnego inokulum
redukcja oleju wyniosta 97, 93 oraz 64%. Zarowno przy zastosowaniu mniejszego, jak i
wiekszego inokulum liczba bakterii przy stezeniu oleju 1i 3% (podobnie jak w poprzednich
doswiadczeniach) wzrosta z 107 do 108 kom/ gsm gleby. W przypadku stezenia oleju 5%
utrzymywata sie natomiast podczas trwania doswiadczenia na poziomie 107 kom/ gsm

Poréwnujac redukcje oleju stosowanego w stezeniu 1, 3 i 5 % w glebie dodatkowo
napowietrzanej i nienapowietrzanej mozna stwierdzi¢, ze napowietrzanie gleby zwigksza
usuwanie oleju o okoto 10% (rys.5).

100
90
80 0 1% oleju + bakt.menapowietrz
70
m 1% oleju + bakt.napovuetrz.
60
50 03% oleju + bakt.nienapovaetiz
40 S33% oleju + bakt. napowietrz.
30
05% oleju + bakt. nienapowietrz.
20
10 05 % oleju + bakt.napowietrz
0

Czas (dni)

Rys. 5. Poréwnanie usuwania oleju z gleby nienapowietrzanej i napowietrzanej
Fig. 5. Comparison of removal oil from aerated and non-aerated soil

Dane literaturowe potwierdzajg, ze biodegradacja oleju w warunkach tlenowych
stymulowana jest przez zwiekszony dostep powietrza do gleby [17].

Wplyw temperatury na tempo redukcji oleju w glebie

W tej czesci doswiadczenia pojemniki z glebg skazong 1 i 3% oleju zaszczepiong
zawiesing bakteryjna przez 21 dni inkubowano w temperaturach: 10, 20 i 30°. Jako prébe
kontrolng przygotowano pojemniki z glebg skazong olejem, do ktérej nie dodano szczepionki.
W czasie trwania do$wiadczenia oznaczano ilos¢ produktow naftowych w glebie oraz liczbe
bakterii. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 6 i 7.

Najnizsze tempo usuwania oleju obserwowano w hodowlach kontrolnych inkubowanych
w temperaturze 10°C - wynosito ono okoto 35%. Ze wzrostem temperatury inkubacji
zwiekszat sie ubytek weglowodoréw w glebie. W temperaturze 20°C stwierdzono 58%
degradacje produktow ropopochodnych, a w temperaturze 30°C spadek ilosci oleju wynidst
72%. W hodowlach zawierajgcych szczepionke bakteryjng najwyzszy ubytek oleju - okoto
90% obserwowano w temperaturze 30 C, w temperaturze 20°C wynosit on 73%, zas
w temperaturze 10°C redukcja oleju wyniosta tylko 58%.

Liczba bakterii w hodowlach kontrolnych we wszystkich badanych temperaturach
wynosita 1,2- 5,4 x 107 kom/gsm gleby. W hodowlach z dodatkiem szczepionki liczba
bakterii byta nieco wyzsza niz w kontrolnych i wynosita w temperaturze 10°C - 6,4 x 107,
w temperaturze 20°C - 4,0 x 108, zas w 30°C - 1,0 x 109 kom/gsm.
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m olej 1% 100 C
O olej 1% + bakt. 100 C
Bolej 1% 200 C
O olej 1% + bakt. 200 C
Bolej 1% 300 C

O olej 1% + bakt.300 C

7 14 21
Czas (dni)

Rys. 6. Wplyw temperatury na usuwanie z gleby oleju (stezenie oleju - 1%)
Fig. 6. Effect of temperature on removal of oil from the soil (concentration of oil - 1%)

80
70

m olej 3% 100 C
O olej 3% + bakt.100 C
® olej 3% 200 C
O olej 3% + bakt.20o0 C
m olej 3% 300 C

O olej 3% + bakt.300 C

7 14 21
Czas (dni)

Rys. 7. Wplyw temperatury na usuwanie z gleby oleju (stezenie oleju - 3%)
Fig. 7. Effect of temperature on removal of oil from the soil (concentration of oil - 3%)

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem temperatury
zwieksza sie efektywnos$¢é usuwania oleju z gleby. Niska temperatura jest przyczynag
zmniejszenia aktywnosci mikroorganizméw, a tym samym spadku efektywnosci degradaciji
zwigzkéw ropopochodnych. Wyzsza temperatura dziata zaréwno na zwigkszenie si¢ lotnosci
weglowodoréw, jak i na wzrost aktywnosci enzymatycznej bakterii znajdujgcych sie w glebie
i dodatkowo do niej wprowadzanych [4], [18],

Przedstawione wyniki badan pozwalajg na stwierdzenie, ze zastosowanie wyizolowanych
ze skazonej gleby i zaadaptowanych do wysokich stezen weglowodoréw szczepow
bakteryjnych oraz optymalizacja warunkow (okreslonych kazdorazowo dla gleby, ktora ma
by¢ poddana remediacji) moga zwiekszy¢ znaczaco efektywnos$¢ rekultywacji
zanieczyszczonej produktami naftowymi gleby.



Wplyw wybranych czynnikéw biotycznych i abiotycznych naprzebieg biodegradaciji... 117

LITERATURA

1

2

14

16.

17.

Kyle G., Banks K., Reddi L.: Transport and biodégradation ofpetroleum hydrocarbons
at subsurface sand/clay interfaces. J.Environ. Sci. Health. 34 (1), 1-29, 1999.

Fritsche W.: The potential of microorganismsfor bioremediation. ECB6. Proceedings of
the 6-th European Congress on Biotechnology. 145-167, 1994.

Weissenfells W.D., Beyer M., Klein J., Rehm H.J.. Microbial metabolism of
fluoranthene: isolation and identification of ring fission products. Appl.Microbiol.
Biotechnol. 24, 528-535, 1991.

Zhou E., Crawford R.L.: Effects of oxygen, nitrogen and temperature on gasoline
biodégradation in soil. Biodégradation, 6, 127-140, 1995.

Leahy J.G., Colwell R.R.: Microbial degradation of hydrocarbons in the environment.
Microbial Rev. 54, 305-315, 1990.

Dibble J.T., Bartha K : Effect environmental parameters on the biodégradation of oil
sludge. Appl. Environ.Microbiol. 37, 729-739, 1979.

Morgan P., Watkinson R.J.: Hydrocarbon degradation in soils and methods for soil
biotreatment Critical Rev. Biotechnol. 8, 34-78, 1989.

Sztompka E.: Biodegradacja paliwa Diesla w glebie. Mat. Il Symp. Naukowo-
Techn.”Biotechnologia srodowiskowa”, Ustron-Jaszowiec, 147-155, 1995.

Kotwzan B., Traczewska T., Piekarska K., Juchniewicz M.: Mikrobiologiczna ocena
mozliwosci bioremediacji gruntéw skazonych produktami naftowymi. Mat.V Symp.
Naukowo-Technicznego ,Biotechnologia $rodowiskowa”, Ustron-Jaszowiec, 11-16,
1997.

Lebkowska M., Karwowska E., Miaskiewicz E.: Isolation and identification of bacteria
from petroleum derivatives contaminated soil. Acta Microbiol.Pol. 44, 279-303, 1995.

. Olanczuk-Neyman K., Prejzner J., Topolnicki M.: Chemiczna i bakteriologiczna ocena

skazenia gruntow stacjiprzetadunku paliw produktami ropopochodnymi. Biotechnologia,
25, 50-59, 1994.

. Turek-SzytowJ., Poptawska M., Miksch K.: Wplyw oleju antracenowego na w#asciwosci

fizyczno-chemiczne gleby. Mat. Symp. Naukowo-Technicznego ,Bioremediacja
gruntow”, Wista- Bukowa, 107-111, 1998.

Galas E., Kwapisz E., Majchrzak W.,Polak J.: Skrining drobnoustrojow degradujacych
ciezsze frakcje ropy naftowej. Mat. Symp. Naukowo-Technicznego ,Bioremediacja
gruntow”, Wista-Bukowa, 75-81, 1998.

Lebkowska M., Sztompka E., Muszynski A., Lisik R., Wojtowicz J.: Mikrobiologiczne
oczyszczanie gruntébw z produktéw naftowych w terenie. Mat.Symp.Naukowo-
Technicznego ,Bioremediacja gruntéw”, Wista-Bukowa, 117-121, 1998.

Austin B., Calomiris J.J., Walker J.D., Colwell R.R.: Numerical taxonomy and ecology of
petroleum - degrading bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 34, 60-68, 1977.

Li G.,zhang X., Huang W.: Enhanced bidegradation of petroleum hydrocarbons in
polluted soil. J.Environ. Sci. Health. 35(1), 177-188, 2000.

Cooney J.J., Silver S.A., Beck E.A.: Factors influencing hydrocarbon degradation in
threefreshwater lakes. Microb.Ecol.il, 127-137, 1985.

Maliszewska-Kordybach B.: Mikrobiologiczne przemiany wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych w $rodowisku glebowym. Post.Mikrobiol.26, 233-247,
1987.



118 H. Boszczyk-Maleszak, E. Bieszkiewicz, A. Lelas i inni

Abstract

Studies on the removal of petroleum products from soil were conducted in small glass

vessels containing 100 g of garden soil contaminated with oil from petroleum refining
wastewaters. Different concentrations of oil: 1, 3, and 5% were employed. The contaminated
soil was inoculated with a suspension of bacteria containing strains isolated earlier from oil-
contaminated oil. Non-inoculated soil was taken as the control Air was continuously fed into
some of the containers and some of the cultures were maintained at one of the following
temperatures: 10, 20 and 30°C. The duration ofthe experiment was 21 days.
The results obtained indicate that the removal of the oil was the most effective at the two
lower oil concentrations (1 and 3%) when the double inoculum was used. The amount of
petroleum products removed amounted to 80-90%, that is about 20% more than for the
control cultures. The additional use of air also enhanced the removal of oil from the soil to
about 92-97 %, that is close to 20% more than for the control. The effect of temperature on
reduction of the soil was strongly visible. The best results, as expected, were at 20 and 30°C.
After 21 days of cultivation the reduction of oil at 10, 20 and 30°C was 58%, 82% and over
90%, respectively. The higher temperature affected both the volatility of the hydrocarbons
and enzymatic activity ofthe soil bacteria and those introduced into it.

The results presented in the paper allow the conclusion that the use of optimal conditions

(determined separately for each soil to be subject to bioremediation) may significantly
increase the effectiveness of recultivation of soil contaminated with petroleum products.

Recenzent: Prof. dr hab. Barbara Maliszewska-Kordybach



