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TOKSYCZNOSC | BIODEGRADACIJA OLEJU ANTRACENOWEGO
W GLEBIE

Streszczenie. Badano wptyw stezen oleju antracenowego na aktywnos$¢ dehydrogenaz w
glebie uprawnej i lesnej. Wyznaczono charakterystyczne wielkosSci efektu toksycznego oleju
antracenowego, tj. stezenia, ktdre powodujg 20%, 50% i 80% zahamowanie aktywnosci
(EC20, EC50, ECsu). Nastepnie dla tak wyznaczonych stezen prowadzono biodegradacje
analizujgc produkty rozktadu technika analizy widm w podczerwieni (IR).

TOXICITY AND BIODEGRADATION OF ANTHRACENE OIL IN SOIL

Summary. The influence of anthracene oil on the dehydrogenase activity in the natural
agricultural and forest soils was studied. Concentration of oil was determined as EC20, EC50,

ECso (EC- effect concentration), for which the detail analysis of infra-red spectrum were
performed.

WSTEP

Eliminacja weglowodoréw z gruntéw na drodze biologicznej jest mozliwa w przypadku,
gdy stezenie tych zanieczyszczen nie przekracza 5-10%. Przy nizszych stezeniach, tj. w
zakresie 0,5%-1%, szybko$¢ rozktadu nie zalezy od stezenia weglowodoréw [1],
Decydujacym etapem przemian biochemicznych towarzyszacych rozktadowi weglowodorow
wchodzacych w sklad produktéw ropopochodnych jest utlenianie (prostych badz
rozgatezionych) alkandéw oraz rozrywanie pierscieni aromatycznych [2,3], Nierbwnomierne
rozmieszczenie weglowodoréw w gruncie, jak réwniez zr6znicowany sktad, a zatem i rézne
oddziatywanie na mikroflore, utrudnia przebieg proceséw rozktadu tych zwigzkéw. Procesy
fizyczne, takie jak parowanie czy sorpcja, wplywajg takze na ubytek wprowadzonego do gleby
oleju. Na zewnetrznej powierzchni czastek koloidalnych zwigzkéw humusowych odbywa sie
sorpcja réznych substancji. Zwiazki humusowe odznaczaja si¢ na ogét duzg zdolnoscig
sorpeyjng, stad ich zdolno$¢ do regulacji stezenia roztworéw glebowych. Humus zwieksza tez
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zdolnosci buforowe gleb regulujgc odczyn. Jest to wazne dla rozwoju drobnoustrojow i
proces6w przez nie wywolywanych. Wiadomo, ze na dynamike rozktadu weglowodoréow w
glebie wplywaja czynniki regulujgce sorpcje. Gleba o duzej zawartosci substancji organicznej
wykazuje wiekszg sorpcje zwigzkow niepolarnych. Wskaznikiem pojemnosci sorpcyjnej w
stosunku do kationéw zasadowych jest suma zasad. Im wyzsza kwasowos¢, tym mniejszy
udziat kationéw zasadowych w kompleksie sorpcyjnym [4],

CELI METODYKA BADAN

Celem przeprowadzonych badahn bylo wyznaczenie stezen toksycznych oleju
antracenowego, a nastepnie przesledzenie pierwszego etapu biodegradacji w celu okreslenia
intensywnosci powstawania zwigzkéw tlenowych technikg analizy widm w podczerwieni (IR).

Olej antracenowy, powstajacy w wyniku destylacji weglowych smot surowych, jest
mieszaning weglowodoréw aromatycznych, w tym WWA, parafinowych i naftalenowych.
Analiza oleju antracenowego metoda HPLC wykazata, ze w 40% sklada sie on m.in. z
nastepujacych wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (tabela 1).

Tabela 1
Sktadniki oleju antracenowego

Zwigzek Stezenie [mg/l] %

Naftalen 0.089 4

Fenantren 0.240 10
Antracen 0.028 2
Fluoranten 0.246 u
Piren 0.317 14

Na naturalny proces rozktadu oleju antracenowego wprowadzonego do gleby ma wplyw
stezenie biogenéw [5], Jako modyfikacje do gleby wprowadzono osad Sciekowy. Dodatek
osadu miat zapewni¢ dostepno$¢ mineralnych sktadnikéw pokarmowych, takich jak azot,
fosfor, siarka, wapn, potas, magnez. Badania toksycznosci oleju antracenowego prowadzono
na dwéch rodzajach gleb uprawnej i lesnej (tabela 2). Wytypowane do badan gleby r6znity sie
znacznie wtasciwosciami fizykochemicznymi. Substancja organiczna, ktéra jest podstawowym
zrodtem energii dla drobnoustrojow glebowych, jest dwukrotnie wyzsza w glebie uprawne;.

W ocenie stanu $rodowiska glebowego i w praktyce ekologicznej wazna jest znajomosc
zawartosci prdéchnicy. Prochnica zwieksza pojemno$¢ sorpcyjna (warunkuje od 30 -90%
pojemnosci gleb mineralnych), wptywa na termike (ciepto gleby), zwieksza pojemnos$¢ wodng i
buforowos$¢ gleby oraz dziata stymulujgco na wzrost ros$lin i mikroorganizmoéw [4], W glebie
leSnej poziom préchnicy jest o 20% wyzszy niz w glebie uprawnej; podobny jest stosunek
zawartosci wegla w obu glebach.
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Tabela 2
Analiza fizykochemiczna gleb
Rodzaj gleby
Lp. Typ oznaczenia Symbol Jednostka
lesna uprawna

1 Odczyn ( w KC1) pH 45 5

2 Substancja organiczna Xs.org 2,5 49 %

3 Wegiel organiczny Xc 1,93 1,59 %

4  Azot og6iny Xn 0,17 0,13 %

5 Zawarto$¢ préchnicy Xs,préch 3,33 2,72 %

6 Kwasy huminowe Xh 0,014 0,095 %

7 Kwasowos$¢ hydrolityczna H 6,5 3,9 me/100 g gleby
8 Suma zasad S 0,87 1,96 me/100 g gleby

W poziomie préchniczym gleb uprawnych zawarto$¢ wegla jest przewaznie 10 razy
wieksza od zawartosci azotu (stosunek C:N=10). W glebach bardzo czynnych biologicznie
(zyznych) stosunek C:N wynosi okoto 8:1. W glebach mineralnych o matej aktywnosci
biologicznej (suche gleby piaskowe, podmokte gleby o réznej granulacji) stosunek C:N moze
osigga¢ 12:1. Obie wytypowane gleby nalezg do gleb o matej aktywnosci biologicznej,
poniewaz stosunek C:N jest na poziomie 12:1

Badania prowadzono dwuetapowo. W pierwszym etapie wyznaczono stezenia oleju
antracenowego, ktére powodujg 20%, 50% i 80% zahamowanie aktywnosci dehydrogenaz w
badanej glebie (EC2, ECH, EC8). Stopien toksycznosci ST poszczeg6lnych stezen oleju
antracenowego wyznaczono wedtug wzoru:

ADO- AD T A
D) JEl— — x 100% 1)

gdzie:
AD o - $rednia aktywno$¢ dehydrogenaz prébek nie poddanych dziataniu oleju antracenowego,
ADcr - srednia aktywnos¢ dehydrogenaz probek w obecnosci oleju antracenowego.

Na tej podstawie sporzadzono wykres zaleznosci stopnia toksycznosci w funkcji stezenia
substancji toksycznej, jakajest olej antracenowy ST-f(Crn) (rys. 1i 2).
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Rys. 1. Stopien toksycznosci oleju antracenowego w glebie uprawnej
Fig. 1. Degree of toxity anthracene oil in agricultural soil

Rys. 2. Stopien toksycznosci oleju antracenowego w glebie lesnej
Fig. 2. Degree of toxity anthracene oil in forest soil
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Wyznaczono takze matematyczne réwnanie przebiegu toksycznosci badanego oleju.
Uzyskano réwnanie o postaci:

CT
ST=STmax—— r ()
A. + C
gdzie:

ST - stopien toksycznosci,
CT- stezenie substancji toksycznej,
K - stezenie oleju antracenowego powodujgce 50% zahamowanie aktywnosci (ECH).

Wartosci teoretyczne efektu toksycznego:

Dla gleby uprawnej Dla gleby le$nej
STmiX=100% STraax= 98%
K= 0,6% (5,4 mg oleju/g gleby) K =0,3% (2,6 mg oleju/g gleby)

W glebie le$nej efekt toksyczny wywotany jest przez stezenie oleju antracenowego o 50%
nizsze niz dla gleby uprawnej. Wartos$ci teoretyczne stezeh powodujgcych 50% zahamowanie
aktywnosci dehydrogenaz to 5,4 mg oleju/g gleby uprawnej i 2,6 mg oleju/ g gleby lesne;j.

Do badan nad biodegradacja przyjeto nastepujace stezenia oleju antracenowego:

Dla gleby uprawnej Dla gleby lesnej

EC2= 0,3% (3 mg/g gleby) EC2= 0,2% (2 mg/g gleby)
EC® 0,6% (6 mg/g gleby) EC5= 0,4% (4 mg/g gleby)
ECSx= 2,0% (20 mg/g gleby) EC8&= 1,5% (15 mg/g gleby)

W etapie drugim, dla tak wyznaczonych stezen, badano przez okres trzech tygodni proces
biodegradacji oleju antracenowego kontrolujgc aktywnos$¢ gleby i pobierajac probki do analizy
chemicznej. W celu wzbogacenia gleby w zwigzki biogenne (gtéwnie azot i fosfor)
przygotowano takze prébki gleb modyfikowane osadem Sciekowym (10 g csaciusio0 gBdy).

Probki powietrznie suchych gleb ekstrahowano w aparacie Soxhleta przez 4 godziny
cykloheksanem. Ekstrakty oczyszczano na zelu krzemionkowym i odparowywano do statej
masy. Nastepnie suchg pozostato$¢ rozpuszczano w czterochlorku wegla (CC14) i analizowano
w zakresie podczerwieni 4000 cm'l- 900 cm'l

ANALIZA I DYSKUSJAWYNIKOW

Znajomo$¢ szybkosci degradacji zwigzkéw, takich jak wielopierécieniowe weglowodory
aromatyczne, jest niezbednym warunkiem oszacowania ich trwatosci i toksycznosci w
srodowisku glebowym. Kinetyke rozktadu ksenobiotykéw w glebie okresla sie przewaznie na
podstawie ich strat w glebie w funkcji czasu bez uwzglednienia mechanizmoéw tych strat.

Przyktadowg analize gleby lesnej skazonej olejem antracenowym (stezenie oleju
2 mg/ggieby) w zakresie podczerwieni w obszarze 3100 cm'ldo 2850 cm’l przedstawiono na
rysunku 3.
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Rys. 3. Przyktadowa analiza w podczerwieni oleju antracenowego podczas biodegradacji w glebie le$nej
Fig. 3. Example of infra-red analysis of anthracene oil during biodégradation in forest soil

Na podstawie pomiar6éw absorbancji w zakresie grup CHA (grupa CH w pierScieniu
aromatycznym), CH3 CH2 obserwowano zmiany zachodzgce w glebach, do ktorych
wprowadzono olej antracenowy w odpowiednich stezeniach.

Biodegradacja oleju antracenowego w glebie uprawnej

W glebie uprawnej z dodatkiem oleju w ilosci 3 mg/g i 6 mg oleju/ggdy obserwujemy w
pierwszym etapie spadek ilosci grup CH2 a nastepnie wzrost po 14 d. Podobna tendencja
wystepuje w przypadku grup CH3 (rys. 4 i 5). Poczatkowy spadek jest wynikiem utleniania
zwigzkow alifatycznych. W kolejnym etapie nastepuje rozrywanie pierscienia aromatycznego
zwigzkéw zawartych w oleju, co powoduje z kolei przyrost grup CH2i CH3 W glebie z
dodatkiem oleju w ilosci 6 mg/g i 20 mg/g obserwujemy stopniowy spadek ilosci grup CH2i
CH3 Jednoczesny wzrost ilosci grupy CHA (CHA- grupy C-H w pierscieniu aromatycznym) w
stosunku do grup CH2 $Swiadczy o wyczerpywaniu tatwo utlenialnych substratow w postaci
zwigzkéw alifatycznych (rys. 6). W przypadku gleby z dodatkiem oleju 20 mg/g nie zachodzi
rozrywanie pierscienia aromatycznego, poniewaz ilos¢ grup CHA pozostaje na statym
poziomie. Dodatek osadu $ciekowego powoduje wzrost stezenia ilosci grup CH2i CH3 co
Swiadczy o wprowadzeniu tatwo utlenialnego substratu w postaci zwigzkéw alifatycznych
(rys. 4 i 5). Dodatek oleju wptywa jednak na ubytek grup CHA co Swiadczy o utlenianiu
pierscienia aromatycznego do zwigzkow alifatycznych, jednoczes$nie obserwujemy ubytek grup
CH2i CH3 Mozna przypuszczaé, ze zachodzi tu zjawisko ,kometabolizmu” .
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Biodegradacja oleju antracenowego w glebie lesnej

W glebie le$nej z dodatkiem oleju antracenowego 2 mg/g i 4 mg/g wzrasta ilos¢ grup CH2
i CH3 jednocze$nie nastepuje spadek w zakresie grup CHA Swiadczy to o postepujacym
procesie tworzenia si¢ zwiazkéw alifatycznych. Dla pozostalych gleb wartoSci odpowiadajace
ilosci grup CH2i CH3 utrzymuja sie na statym poziomie (rys. 7 i 8). Znaczacy ubytek CHA
zauwazalny jest jedynie w przypadku gleby z dodatkiem osadu i stezeniem oleju
antracenowego 15 mg/g.

W glebie le$nej i glebie modyfikowanej osadem, do ktorych wprowadzono olej
antracenowy w ilosci 2 mg/g, obserwuje sie nieznaczny wzrost ilosci grup CHA po 7 dniach
prowadzenia procesu, poczym nieznaczny ich ubytek (rys. 9). Podobny mechanizm
obserwujemy w glebie z dodatkiem 15 mg oleju/g. Prawdopodobnie jest to wynikiem sorpcji
wprowadzonego oleju antracenowego w pierwszym etapie. Utrzymywanie wilgotnosci gleby
na poziomie 25% powoduje prawdopodobnie uwalnianie zaadsorbowanego zwigzku do
roztworu glebowego, co umozliwito jego biodegradacje.

czas
—*— U+0,3% —e— U+0,6% S0 — U+2%
-H—U+0s+0,3% —0—U+0s+0,6% — U+Os+2%

Rys. 4. Zmiany absorbancji grupy CH2 w czasie dla gleby uprawnej
Fig. 4. CH2group oscillation changes during the exp. in agricultural soil

Rys. 5. Zmiany absorbancji grupy CH3 w czasie dla gleby uprawnej
Fig. 5. CH3group oscillation changes during the exp. in agricultural soil



178 J. Turek-Szytow, K. Miksch, K. Bartosiewicz

CHA
czas
U+0,3% HB— U+0,6% —A—ij+2%
U+0s+0.3% —B— U+0s+0.6% — U+O0s+2%

Rys. 6. Zmiany absorbancji grupy CHAw czasie dla gleby uprawnej
Fig. 6. CH2group oscillation changes during the exp. in agricultural soil

CH2
—— L+ 0,2% —0—L+0,4% L+ 1,5%
-X - L+0s+0,2% —»—L+0s+4% — L+Os +1,5%

Rys. 7. Zmiany absorbancji grupy CH2 w czasie dla gleby lesnej
Fig. 7. CH2 group oscillation changes during the exp. in forest soil

ch 3
czas
—-14+0,2% -s-L+0,4% -a-L+1,5%
-X- L+0Os+0,2% L+0s+4% — L+0Os+1,5%

Rys. 8. Zmiany absorbancji grupy CH3 w czasie dla gleby lesnej
Fig. 8. CH3group oscillation changes during the exp. in forest soil
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Rys. 9. Zmiany absorbancji grupy CH3 w czasie dja gleby lesnej
Fig. 9. CH3 group oscillation changes during the exp. in forest soil

Chemizm biodegradacji oleju antracenowego

W celu stwierdzenia rozktadu zwigzku organicznego nalezy wykazac¢ obecnos$¢ typowych
grup funkcyjnych [6], W tym przypadku celowe staje sie przeanalizowanie obecnosci w
widmie pasm charakterystycznych dla wigzan z tlenem: C=0, C-O, O-H. Zazwyczaj bardzo
silne pasmo grupy karbonylowej odpowiadajgce drganiom rozciggajacym wigzania C-0 lezy w
zakresie 1900+1600cm'l (pasmo okotol700 cm'lodpowiada wolnej grupie C=0).

Zaobserwowano mechanizm przemian podobny do mechanizmu  degradacji
weglowodoréw alifatycznych. Dane literaturowe podajg, ze pierwszym etapem w
biologicznym rozktadzie zwigzkéw alifatycznych jest utlenianie tancucha weglowodorowego
do alkoholi, a nastepnie do kwasu karboksylowego. Badania wykazaly, ze mikroorganizmy
przetwarzajg weglowodory na alkohole i kwasy karboksylowe o takim samym tancuchu jak
substrat. Reakcje te zachodzg tylko i wylgcznie w obecnosci tlenu [2,3], Pasma w zakresie
wigzania C=0 (1740+1700 cm’']) sugerujg powstanie ketonéw, aldehydéw lub kwaséw. Po
dwoch tygodniach badan zmniejszyta sie intensywno$¢ pasm w omoéwionym zakresie.
Stopniowe zmniejszanie si¢ pasm w zakresie wigzar tlenowych sugeruje, iz w .pierwszej
kolejnosci nastepuje utlenianie powstatych juz zwigzkéw tlenowych, dopiera po6zniej
mineralizowany jest kolejny fanicuch badz pierscieri weglowodorowy.

W przypadku mieszaniny weglowodoréw otrzymuje sie ztozone mieszaniny alkoholi i
kwasow karboksylowych, przy czym alkohole pierwszorzedowe dominujg jako sktadnik
mieszaniny reakcyjnej. Utlenianie taricucha weglowodorowego poprzez posrednio tworzace sie
alkohole, kwasy karboksylowe moze prowadzi¢ do powstania kwasu cytrynowego, ktéry w
cyklu kwaséw trojkarboksylowych moze by¢ mineralizowany do dwutlenku wegla i wody.
Poniewaz kwasy karboksylowe fatwiej niz alkohole ulegaja metabolizmowi, nie wykryto ich
obecnosci w analizowanych prébkach. W doswiadczeniu nie zaobserwowano zwigzkow

epoksydowych, powstajgcych gtéwnie w przypadku utleniania weglowodoréw nienasyconych i
aromatycznych.
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WNIOSKI

1 Wyznaczone stezenia toksyczne oleju antracenowego to:
Dla gleby uprawnej Dla gleby lesnej
EC2= 0,3% (3 mg/g gleby) EC2=0,2% (2 mg/g gleby)
ECj0= 0,6% (6 mg/g gleby) EC3= 0,4% (4 mg/g gleby)
EC8= 2% (20 mg/g gleby) EC8x= 1,5% (15 mg/g gleby)

Badania pozwolity stwierdzi¢, ze w okresie 14 dni zapoczatkowany zostaje proces
utleniania oleju antracenowego w glebie.

. W glebach wytworzyta sie mieszanina cze$ciowo utlenionych  zwigzkow

weglowodorowych, a stopniowe zmniejszanie sie intensywnosci pasm w zakresie wigzan
tlenowych sugeruje, iz w pierwszej kolejnosci nastepuje utlenianie powstatych juz zwigzkéw
tlenowych, dopiero po6zniej metabolizowany jest kolejny tancuch badz pierscien
weglowodorowy.

O postepujacym procesie degradacji Swiadczg pasma wystepujace w zakresie drgan
charakterystycznym dla wigzarh wodorowych i alkoholi. Wyrazny pik tlenowy w zakresie
odpowiadajgcym wigzaniu C=0 sugeruje powstanie ketonéw, aldehydéw lub kwasoéw.
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Abstract

Crude oil and its derivatives -introduced to an eco-system - create a series of
disadvantageous phenomena. Degradation effect ofpetroleum derivatives depend onaccent of
nitrogen and phosphor, amount of water as well as on toxic and mutagenic effect to
environment. Removal of hydrocarbons from soil is possible using biological methods, when
concentration of these contamination does not exceed 5-10%. At lower concentrations i.e.
within the range 0.5% - 1%, decomposition rate does not depend on hydrocarbons
concentration [7],

The examinations carried out shown the following toxic effect of anthracene oil in:
¢ The toxicity effect of anthracene oil:

In agricultural soil Inforest soil

EC20= 0,3% (3 mg oil/g soil) EC20=0,2% (2 mg oil/g soil)
EC®=0,6% (6 mg oil/g soil) ECso= 0,4% (4 mg oil/g soil)
ECgo= 2% (20 mg oil/g soil) EC8&-= 1,5% (15 mg oil/g soil)

* The progressive biodégradation process of oil is evidenced by bands of oscillations which
are characteristic for hydrogen bonds and alcohols. The distinct oxygen peak within the
range which corresponds to C=0 bond suggests creation of ketones, aldehydes or acids.

¢ In soils, a mixture of partly oxided hydrocarbon compounds was created, and partial
decrease of intensity ofbands within oxygen bonds suggests that in the begining - oxidation
of already created oxygen compounds follows, and later the particular decomposed
hydrocarbon chain is metabolised.
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