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ZASTOSOWANIE GC DO ANALIZY ILOSCIOWEJ POSTEPU
BIODEGRADACJI WYBRANYCH WEGLOWODOROW OLEJU
NAPEDOWEGO

Streszczenie. Zagadnienie doboru szybkich i precyzyjnych metod oznaczania stezenia
weglowodoréw w skazonych srodowiskach jest wazne nie tylko dla oceny poziomu tych
skazen, ale i dla kontroli postepu procesu bioremediacji. Analiza posrednich i koncowych
produktéw biodegradacji weglowodoréw oleju napedowego prowadzona byta z uzyciem GC.
Sprawdzono uzyteczno$¢ dwoch metod obliczania stezen wybranych weglowodorow; metody
uproszczonego szacowania i z dodatkiem substancji oznaczanej. Podstawe do dyskusji nad
przydatnosciag obu metod stanowily dane uzyskane w wyniku hodowli dwéch szczepéw
bakterii w obecnosci oleju napedowego. Hodowle prowadzono w zréznicowanych
parametrach natlenienia. Uzyskane wyniki wskazujg, ze analiza z dodatkiem substanciji
oznaczanej daje szanse bardziej precyzyjnego oznaczenia ilosci weglowodoréw; metoda
wstepnego szacowania moze by¢ uzyta do oznaczania stezen weglowodoréw ciezszych.

THE APPLICATION OF GC TO QUANTITATIVE ANALYSIS
OF BIODEGRADATION PROGRESS OF SELECTED FUEL OIL
HYDROCARBONS

[

Summary. The problem of appropriate selection of fast and accurate methods of
determination of hydrocarbons concentration in polluted sites is important not only for initial
evaluation of pollution but also for following of bioremediation progress. GC was used for
analysis of the intermediate and final products of petroleum oil biodégradation. The
usefulness of two calculation methods for the concentration assessment of selected
hydrocarbons was tested; the method of simplified assessment and second method with the
addition of determined compound. Evaluation was based on the cultures of two bacterial
strains in medium supplemented with petroleum oil. The cultures were carried out in various
aeration conditions. The accurate quantitative assay o f hydrocarbon is possible by the method
with the addition of external standard and the simplified assessment can be applied for the
guantification of heavier hydrocarbons.
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WPROWADZENIE

Jednym z najpowazniejszych problemoéw ekologicznych ostatnich lat stato sie skazenie
srodowiska substancjami ropopochodnymi. W celu identyfikacji miejsc skazeh oraz
okre$lenia stopnia zagrozenia wskazane jest dysponowanie szybkimi i wiarygodnymi
metodami identyfikacji i oznaczenia tych zwigzkéw. Dysponowanie takimi metodami jest
réwniez wazne dla oceny skutecznosci proceséw biodegradaciji tych zwigzkéw.

Jak wynika z dotychczasowych doswiadczen, szczegoélnie przydatna w tym przypadku
jest chromatografia gazowa. Potgczenie chromatografii gazowej i spektrometrii masowej
(GC-MS) daje mozliwos¢é stosunkowo szybkiej identyfikacji zaréwno substratéw, jak i
produktéw biodegradacji. Tradycyjna technika GC-FID umozliwia zaréwno ocene
jakosciowa, jak i ilosciowg proceséw biodegradacyjnych.

Specyfika substratu, jakim jest olej napedowy, mnogo$¢ znajdujacych sie w nim
substancji, narzuca stosowanie specyficznych warunkéw rozdziatu, identyfikacji i oznaczen
ilosciowych poszczegdllnych zwigzkéw w mieszaninie. Szczegdlnej uwagi wymaga
opracowanie metod iloSciowego oznaczania stezenia poszczeg6lnych weglowodoréw [1],

W ramach prowadzonych przez nas prob biodegradacji weglowodoréw oleju
napedowego przy uzyciu szczepédw S7 i G3 interesowato nas, ktére z tych weglowodoréw
zuzywane sga w pierwszej kolejnosci, jaki jest stopier ich biodegradacji, ktére z tych
zwigzkoéw zaliczy¢ nalezy do grupy trudno degradowalnych. Zagadnienie to rozpatrywano
stosujgc zréznicowane parametry natlenienia.

MATERIALY | METODY
Szczepy bakterii

Materiat biologiczny do badan stanowity dwa szczepy bakterii, oznaczone symbolami S7
i G3 wyizolowane odpowiednio ze Sciekdw zaktadoéw petrochemicznych i gleby.

Szczepy przechowywano na podtozu statym, zawierajacym glukoze, ekstrakt drozdzowy,
zestaw soli mineralnych. Wartos¢ pH podioza regulowano przed sterylizacjg do wartosci 6,5.
Powierzchnie podioza na skosie pokrywano filmem sterylnego oleju napedowego w ilosci
0,05 ml/10 cm powierzchni pozywki. Rowniez na tym podiozu przygotowywano inokulum
do prowadzenia hodowli ptynnych. Inokulum hodowano w ciggu dwéch dni w temperaturze
30°C.

Warunki hodowli wstrzgsanej

Hodowle wstrzasane badanych szczepéw prowadzono w podtozu A, stosujac jako zrodto
wegla olej napedowy w stezeniu 6% wagowych. Préby prowadzono w kolbach
ptaskodennych o pojemnosci 500 ml wypetnionych podtozem w ilosci 40, 60, 80 ml. Stezenie
oleju napedowego wynosito 6%. Szybko$¢ obrotow wytrzasarki 220 obr/min, amplituda
4,5 cm, temperatura hodowli 30°C, czas hodowli - 14 dni.

Analiza chromatograficzna

Préby do analizy stanowita faza organiczna otrzymana po odwirowaniu zawiesiny
hodowlanej w wiréwce firmy Beckman w nastepujacych warunkach: 18 000 rpm, temp.4°C,
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czas 20 min. Préby pobierano w 2, 5, 7, 9, 12 i 15 dniu hodowli. Identyfikacje wybranych
weglowodoréw obecnych w danych prébach wykonano przy uzyciu chromatografu gazowego
sprzezonego z detektorem masowym GC/MS 5890/5972 firmy Hewlett Packard. Urzadzenie
pracowato w systemie Scan, umozliwiajgcym identyfikacje wszystkich zwigzkéw
chemicznych o ciezarze czgsteczkowym od 50 do 550 Da. Piki uzyskane na chromatografie
identyfikowano wedtug wewnetrznej biblioteki spektrometru masowego (nr NBS 75 KL).

Prowadzone w ramach pracy analizy stezenia weglowodorow wykonywano przy uzyciu
chromatografu wyposazonego w kolumne kapilarng HP-1 (dt. 10 m, ID. 0,53 mm) oraz
detektor ptomieniowo-jonizacyjny FID. Temperatura nastrzyku wynosita 300°C, temperatura
detektora 300°C. Aparat zaopatrzony jest w komputerowy ukilad sterowania. Zadawanie
préby odbywato sie automatycznie. Stosowano nastepujace warunki rozdziatu:

gaz nosny He 5 ml/min
gaz kompensacyjny He 20 ml/min
gazy pomocnicze H2 50 ml/min
powietrze 500 ml/min
temperatura nastrzyku 350°C
temperatura detektora 300°C
program temperaturowy 40°C przez 2 min
40°C -> 260°C z szybkoscig 4°C/min
260°C przez 10 min.

Do oznaczenia ubytku 14 wybranych weglowodoréw oleju napedowego podczas
degradacji oleju napedowego z udzialem szczepéw G3 i S7, hodowanych w zmiennych
warunkach natlenienia, zastosowano dwie metody:

a) uproszczong metode szacowania stezenia tych zwigzkOéw na podstawie réznic pola

powierzchni pod odpowiadajacymi im pikami,

b) metode z dodatkiem substancji oznaczanej [1],

WYNIKI BADAN

Chromatografia gazowa znalazta szerokie zastosowanie w analityce zwigzkow
ropopochodnych. Wymieniana jest w grupie najlepszych technik rozdzielania ztozonych
mieszanin weglowodoréw i innych zwigzkéw organicznych, zaréwno pochodzenia
naftowego, jak i petrochemicznego [2], W ramach pracy podjeto prébe oznaczenia ubytku
wybranych 14 weglowodoréw, gtéwnych sktadnikéw oleju napedowego, podczas procesu
biodegradacji prowadzonej z udzialem dwo6ch szczepdw bakterii G3 i S7. Szczepy te
wykazuja zréznicowang aktywnos$¢ degradacyjng w zaleznosci od zastosowanych parametréw
natlenienia [3], Chcac oznaczy¢ iloSciowo réznice w zuzyciu poszczeg6lnych weglowodorow
w zastosowanych parametrach aeracji (wypetnienie kolb 40, 60 i 80 ml) sprawdzono
uzytecznos$¢ dwdéch metod obliczania stezen tych zwigzkéw: metody uproszczonego
szacowania opierajagcej sie na poréwnaniu pol powierzchni pikéw odpowiadajgcych
wybranym zwigzkom oraz metody z dodatkiem substancji oznaczanej. Jako dodatkéw
substancji oznaczanych uzyto: tridekanu, pentadekanu, i oktadekanu. Praca stanowi prébe
analizy uzytecznosci tych metod do analizy postepu procesu biodegradacji weglowodoréw
oleju napedowego z udziatem drobnoustrojow.
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Tabela 1

Wplyw warunkéw natlenienia (wypetnienia kolby podiozem) na dynamike degradacii
14 gtéwnych weglowodoréw oleju napedowego przez szczep G3

Lp.  Weglowodor

1 Nonan
2 Dekan
3 Undekan
4. Dodekan
5. Tridekan
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Rys. 1 Dynamika biodegradacji dekanu, pentadekanu i heneikozanu przez szczep G3 podczas hodowli z
zastosowaniem réznych parametrow natlenienia

Fig. 1 Time course of biodégradation of decan, pentadecan and heneicosan by strain G3 in cultures performed
in different aeration conditions

Z danych uzyskanych z hodowli szczepu G3 w obecnosci 6% oleju napedowego
(tabela 1) wida¢, ze w warunkach natlenienia odpowiadajgcych wypetnieniu 40 ml wartosci
stopnia zuzycia wybranych 14 weglowodorow zawarte sgw przedziale 84-98%. Zmniejszenie
stopnia natlenienia przy wypetnieniu 60 ml powoduje obnizenie dolnej granicy zuzycia
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weglowodoréw do 63%. (63%-94%). Najnizszy z zastosowanych parametrow aeracji
powoduje spadek wykorzystania weglowodorow do 2%-25%. Weglowodory, takie jak
oktadekan i nonadekan, byty asymilowane zaledwie z wydajnoscig 2%-3%. Mimo niskich
wartosci natlenienia (80 ml) obserwowano wysoki stopienn zuzycia najlzejszych sposrod
zidentyfikowanych weglowodoréw, tj. nonanu, dekanu i undekanu. Stopien degradacji tych
weglowodoréw wynosit odpowiednio 97%, 63% i 38%.

Jak wida¢ z danych zamieszczonych w tabeli 1, dynamika ubytku poszczegoéinych
weglowodoréw, przy zmiennych warunkach natlenienia, znacznie sie r6zni w zaleznosci od
parametrow aeracji. Przy wypetnieniu - 40 ml podioza wszystkie weglowodory, z wyjatkiem
oktadekanu, byly juz w drugiej dobie hodowli zuzywane w bardzo duzym stopniu. W 60 ml
podioza weglowodory Cu - C22 az do 9 doby hodowli zuzywane byly w niewielkim stopniu.
W objetosci - 80 ml proces biodegradacji jest wyraznie limitowany. W przypadku niektorych
weglowodoréw obserwowano przejsciowe gromadzenie sie wymienionych weglowodoréow w
czasie hodowli. Wptyw natlenienia oraz dynamike zuzywania dekanu, pentadekanu i
heneikozanu przez szczep G3 obrazuje rysunek 1

Z danych zawartych w tabeli 2, dotyczacej przebiegu degradacji weglowodoréw oleju
napedowego z udzialem szczepu S7, widaé, ze szczep ten wykazuje silne zdolnosci
degradacyjne we wszystkich zastosowanych parametrach natlenienia. Przy wypetnieniu kolb
40 ml wykorzystanie wymienionych w tabeli weglowodoréw w ciggu 14 dni hodowli
miescito sie w granicach 84-96%. Przy wypetnieniu 60 ml ubytek ten wynosit 62-98%.
Warunki natlenienia odpowiadajgce wypetnieniu 80 ml pozwalajg na degradacje tych
zwigzkéw w ilosci 55-98%. Dynamika zuzywania poszczeg6lnych weglowodoréw dla
szczepu S7 rézni sie bardzo od tej, obserwowanej dla szczepu G3. W ciggu catej hodowli
zuzycie 14 badanych weglowodoréw utrzymuje sie na stalym, wysokim poziomie Jedynie do
drugiej doby hodowli w gorszych z zastosowanych parametrach natlenienia obserwowano
do$¢ niski procent ubytku weglowodoréw lezacych w szeregu powyzej dodekanu.
Obserwowano rowniez przejsciowe gromadzenie nonadekanu. Wplyw natlenienia na
szybkos$¢ asymilacji pieciu wybranych weglowodoréw przez szczep S7 obrazuje rysunek 2.
Dane w nim przedstawione, podobnie jak wartosci zamieszczone w tabeli 2, obliczono
metoda wstepnego szacowania.

Zaréwno szczep G3, jak i szczep S7 z najwiekszg szybkoscig wykorzystujg weglowodory
od nonanu do dodekanu. Obserwacja ta dotyczy wszystkich analizowanych warunkéw
natlenienia. Do zwigzkéw trudno degradowanych przez badane szczepy zaliczy¢ nalezy
nonadekan.
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Tabela 2

Wplyw warunkdéw natlenienia (wypetnienia kolby podiozem) na dynamike degradaciji

14 gtéwnych weglowodoréw oleju napedowego przez szczep S7
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Dynamika biodegradacji dekanu, pentadekanu i heneikozanu przez szczep S7 podczas hodowli przy
réznym natlenieniu
Time course of biodégradation of decan, pentadecan and heneicosan by strain S7 in cultures performed

in different aeration conditions
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Analize stopnia wykorzystania trzech weglowodoréw tridekanu, pentadekanu i
oktadekanu przeprowadzono réwniez metoda z dodatkiem substancji oznaczanej. Préby te
wykonano tylko dla pozostatosci frakcji organicznej po biodegradacji prowadzonej z
udzialem szczepu S7. Porbéwnanie wartosci obrazujagcych stopien zuzycia tych
weglowodoréw, obliczone metodg uproszczonego szacowania i oznaczenia metodg z
dodatkiem substancji oznaczanej, przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Zestawienie wynikOéw oznaczania zuzycia weglowodoréw
metodag wstepnego szacowania i z dodatkiem substancji oznaczanej
Zuzycie weglowodorow
Szczep Wypetnienie Tndekan Pentadekan Oktadekan

szacowanie iloSciowa szacowanie iloSciowa szacowanie iloSciowa

40 68 91 86 78 88 95
S7 60 71 45 74 67 74 78
80 68 70 68 57 67 72

Analiza ilosciowa z dodatkiem substancji oznaczanej daje szanse bardziej precyzyjnego
oznaczenia wykorzystania poszczeg6lnych weglowodoréw w poréwnaniu z metodg
wstepnego szacowania. Uzyskane w ramach pracy réznice wartosci stezen tridekanu,
pentadekanu i oktadekanu, oznaczone wyzej wymienionymi metodami, wynosza
odpowiednio *17, 8, i -5%. Jak wida¢, rozbieznosci wynikéw malejg ze wzrostem ciezaru
czasteczkowego weglowodoréw. Zatem mozna uzna¢, ze przy oznaczaniu weglowodorow
ciezszych od pentadekanu mozna sie oprze¢ na danych uzyskanych metoda wstepnego
szacowania. W przypadku weglowodoréw Izejszych zaleci¢ nalezy wykonanie bardziej
doktadnej analizy, np. zastosowanej w pracy metody z dodatkiem substancji oznaczanej.
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Abstract

The problem of appropriate selection of fast and accurate methods of determination of
hydrocarbons concentration in polluted sites is important not only for initial evaluation of
pollution but also for following of bioremediation progress. GC was used for analysis of the
intermediate and final products of petroleum oil biodégradation. The usefulness of two
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calculation methods for the concentration assessment of selected hydrocarbons was tested, the
method of simplified assessment and second method with the addition of external standard.
Evaluation was based on the cultures of two bacterial strains in medium supplemented with
petroleum oil. The cultures were carried out in various aeration conditions. Bacteria of strain
S7 expressed high ability to degradation of selected hydrocarbons in the range from nonane to
docosane, which was almost independent on aeration conditions. In the case of strain G3 poor
aeration caused delay in hydrocarbons degradation. The accurate quantitative assay of
hydrocarbon is possible by the method with the addition of determined compound and the
simplified assessment can be applied for the quantification of heavier hydrocarbons.
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