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EFEKTYWNOSC METODY IN-SITU W USUWANIU
ZANIECZYSZCZEN ROPOPOCHODNYCH

Streszczenie

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem
gleb zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi. Probki gleb pobra-
no: na stacji kolejowej (przy torach kolejowych) w Zielonej Gorze, na
Lotnisku w Przylepie pod Zielong Gorg (w miejscu tankowania benzyny),
oraz na stacji benzynowej w Zielonej Gorze (ulica Konstytucji 3-maja).
Badania mikrobiologiczne prowadzono w laboratorium Instytutu Inzynie-
rii Srodowiska, Uniwersytetu Zielonogérskiego w okresie letnim 2010 i
2011 roku. Badania mikrobiologiczne polegaty na okresleniu: ogdlnej
liczby bakterii w pobranych probach gleb, oraz hodowanie wybranych
szczepow bakterii na pozywkach sztucznych (poZywka stata i ptynna) w
celu zastosowania niektorych z tych szczepow do gleby zakazonych roz-
nymi substancjami zawierajgcymi weglowodory (benzyna, ropy naftowa i
olej). Badanie in-situ przeprowadzono w sposéb wazonowych na glebie
lekko-gliniastej. Zawartosc¢ zanieczyszczen : benzyna (B) 3200 ppm, ropa
naftowa (R) 20030 ppm, olej (O) 2140 ppm. Do kazdego wazonu doda-
wano roztwor mieszaniny trzech szczepow (150 ml) : Bacillus sp., Pseu-
domonas sp, Micrococcus sp. W badaniu trzech rodzajach gleb zakazo-
nych zwigzkami weglowodorowymi wystepuje 9 rodzajow bakterii: Co-
mamomonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. Chromobacterium sp.,
Agrobacterium sp., Flavobacterium sp, , Micrococcus sp., Stapylococcus
sp i Acinebacter sp. Skutecznie usunieto zakazenia weglowodorow w ba-
danych glebach. Ogolny procent usuniecia zanieczyszczen wynosi 99,7%.
Efektywnos¢ dziatania trzech szczepow bakterii w badanych glebach
osiggneta od 56,1 do 69,8%.

Stowa kluczowe: bakterie, ropa naftowa, benzyna, in-situ

WSTEP

Chemiczne zanieczyszczenia gleb jest wynikiem niewtasciwej dziatalno$ci
cztowieka. Zrédtem zanieczyszczenia gleby ropa naftowa i jej pochodnymi sa
gléwnie procesy zwigzane z wydobyciem ropy i jej przetwarzaniem w rafine-
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riach. Zrédtem zanieczyszczen sa réwniez stacje benzynowe, stacje obstugi
samochoddw, tereny portowe, lotniska, warsztaty naprawcze taboru samocho-
dowo-kolejowego, czy tez awarie podczas transportu i magazynowania paliw
itp. Produkty pochodzenia petrochemicznego moga dostawaé si¢ do gleby ze
Sciekami, ale réwniez ze sptywami powierzchniowymi sptukujacymi po-
wierzchnie ulic, placow i drog.

W Polsce silnie skazone sg tereny bylych baz i poligonéw poradzieckich,
gdzie wylewano zuzyte oleje i smary bezposrednio do gruntu.

Efektywno$¢ bioremediacji gruntow z ropy i jej pochodnych zalezy od szyb-
kosci rozktadu tych zanieczyszczen przez mikroorganizmy glebowe. Efektyw-
nos¢ biodegradacji zalezy od budowy chemicznej i st¢zenia weglowodoréw, ich
toksycznosci oraz od aktywno$ci enzymatycznej mikroorganizmow.

Minimalna liczebno$¢ mikroorganizméw w glebie skazonej produktami ro-
popochodnymi konieczna dla efektywnej biorekultywacji wynosi ponad 10’
komorek/g s.m. gruntu. W powierzchniowych warstwach gleby, zawierajacych
odpowiedni stosunek C:N:P wystepuje od 10" do 10° komérek/g gruntu, z tego
od 0,1 do 1,0% stanowig organizmy zdolne do rozktadu substancji ropopochod-
nych. W glebach skazonych produktami ropopochodnymi liczba bakterii moze
zwiekszy¢ si¢ od 100 do 1000 razy.

Wigkszo$¢ metod biologicznego oczyszczania zaolejonych gruntéw oparta
jest na intensyfikacji procesu poprzez zastosowanie odpowiednio dobranych i
przygotowanych zespotow mikroorganizméw — biocenoz lub konsorcjéw mi-
kroorganizméw, wyspecjalizowanych w rozktadzie weglowodorow.

Bioremediacj¢ gruntéw mozna przeprowadzac sposobem in situ — w miejscu
wystepowania skazenia lub ex situ — po wybraniu zanieczyszczonej gleby
z danego terenu i umieszczeniu w specjalnie przygotowanym miejscu.

W bioremediacji naturalnej wykorzystuje si¢ proces naturalnej biodegradacji
przeprowadzane]j przez mikroorganizmy i wymaga jedynie prowadzenia regu-
larnego monitorowania stgzenia zanieczyszczen. Najpowszechniej stosowang
metoda bioremediacji gruntéw jest biostymulacja polegajaca na stymulowaniu
wzrostu 1 aktywno$ci rodzimych populacji drobnoustrojéow (przyspieszaniu
proces6w biodegradacji zanieczyszczen) poprzez dostarczenie im odpowiednich
substancji pokarmowych lub/i tlenu.

Zdarza sig, ze rodzime populacje na danym terenie nie wykazuja pozadane;j
aktywnosci w degradacji zanieczyszczen. Jest to spowodowane toksycznym
dziataniem zwigzkéw wchodzacych w sktad skazenia lub brakiem odpowied-
nich mikroorganizméw. W takiej sytuacji mozna zastosowaé bioaugmentacje.
Metoda ta polega na wprowadzeniu do $§rodowiska odpowiednich mikroorgani-
zmoOw. Moga to by¢ wyizolowane ze skazonego gruntu i namnozone rodzime
szczepy, ktére wykazuja najwieksza aktywnos$¢ w rozktadzie zanieczyszczen.

Zdolno$¢ do degradacji i/lub wykorzystywania weglowodoréw naftowych
wykazujg liczne rodzaje bakterii i grzybow, a takze drozdze, niektére Cyano-
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bacteria i zielone glony. Jednak w bioremediacji gruntéw, z wielu wzgledow,
wykorzystuje si¢ przede wszystkim bakterie. Charakteryzuja si¢ one wysoka
liczebnos$cia, szybkim wzrostem i zdolno$cig degradacji réznorodnych zanie-
czyszczen. Mozna je tatwo hodowaé oraz poddawa¢ manipulacjom genetycz-
nym. Biologiczne oczyszczanie gleb z produktéw ropopochodnych zachodzi
gléwnie w wyniku dziatalno$ci bakterii tlenowych, ktére wykorzystuja weglo-
wodory naftowe jako zrédto wegla i energii potrzebne do ich wzrostu i rozmna-
zania.

O efektywnosci bioremediacji in situ gleb skazonych produktami ropopo-
chodnymi w duzej mierze decyduja parametry fizykochemiczne $rodowiska.
Celowe jest prowadzenie badan nad wykorzystaniem bakterii wyizolowanych
z gruntéw skazonych ropopochodnymi do biodegradacji ropopochodnych.

MATERIALY I METODY BADAN

Badania laboratoryjne
Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem pro-
bek gleb zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi. Prébki gleb pobrano
z nastepujacych miejsc:
— na stacji kolejowej (przy torach kolejowych) w Zielonej Gorze,
— na lotnisku w Przylepie pod Zielong Géra (w miejscu gdzie samoloty tankujg
benzyng),
— na terenie stacji benzynowej w Zielonej Gorze (ulica Konstytucji 3-maja).
Badania mikrobiologiczne prowadzono w laboratorium Instytutu Inzynierii
Srodowiska, Uniwersytetu Zielonogérskiego w okresie lata 2010 i 2011 r. Ba-
dania mikrobiologiczne polegaly na okresleniu: ogdlnej liczby bakterii w po-
branych prébkach gleb, przewage liczebna szczepow, wyznaczenie stosunku
bakterii zdolnych do rozktadu zanieczyszczen wobec ogdlnych liczb bakterii w
prébie kontrolnej oraz hodowanie wybranych szczepdéw bakterii na pozywkach
sztucznych (pozywka stata i ptynna) w celu zastosowania niektérych z tych
szczepow do oczyszczania gleb skazonych benzyng, ropa naftowa i olejami.
Pozywki przygotowane wedtug metodyki podanej w skrzypcie laboratorium
biotechnologii [B.L. Nguyen Thi, 2009]. Izolacje i identyfikacje szczepéw bak-
terii prowadzono wedlug wskaznikéw opisanych przez Atlas i Bartha [1993]
oraz w Bergey’s manual of determinative bacteriology [1993].

Metoda in-situ rozkladu zanieczyszczen weglowodorowych w glebie
Badanie in-situ przeprowadzono metoda wazonowsg z wykorzystaniem gleby
lekko-gliniastej. Zawarto$¢ zanieczyszczen wynosita: benzyna (B) 3200 ppm,
ropa naftowa (R) 20030 ppm, olej (O) 2140 ppm. Do kazdego wazonu dodawa-
no roztwor mieszaniny trzech szczepdw bakterii (150 ml) : Bacillus sp., Pseu-
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domonas sp., Micrococcus sp. Prowadzono 2 razy powtérzenia dla kazdego
rodzaju zanieczyszczenia. Do wazonu kontrolnego nie dodawano roztworu bak-
terii, tylko wod¢ destylowang w ilosci 150 ml (jak roztworu bakterii) [Cieplik,
1997, Warren, 1986, Bryant i in., 1998]. Schemat do§wiadczenia z oznaczenia-
mi poszczegdlnych prébek przedstawiono na rys. 1.

-
K-kontrolna (k1 i k2) =

k4 k>
B — benzyna: (b1i b2)

b, b,
R —ropa naftowa: (r1ir2) C Y D

ry I
Y Y
O-olej: (01i02) ~—1 [~

Rys. 1. Schemat doswiadczenia
Fig. 1. Experiment design

Zaplanowano 6-tygodniowe badania wazonowe z wybranymi mieszaninami
szczepOw bakterii wyizolowanych z zakazonych gleb. Raz w tygodniu regular-
nie mieszano zawarto§¢ wszystkich wazonéw.

Badania fizykochemiczne polegaty na okresleniu: pH, temperatury, wilgot-
nosci gleby, zawarto$ci zanieczyszczen w tym N i P. SteZenie zanieczyszczen
ropopochodnych po dziataniu bakterii okre$lano metoda chromatografii gazo-
wej (GC) i spektrofotometrii w strumieniu $wiatta czerwono-fioletowego.

Przedziat ufno$ci obliczen wyznaczono wedlug zmodyfikowanego wzoru
podanego przez Jegorow [1976]:

Xi = (XT + 26%) pk

Xi — zawarto$¢ zanieczyszczen w 1 kg s.m. gleby,
XT —$rednia zawarto$¢ zanieczyszczen w wazonie do§wiadczalnym,
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0X — $rednia nachylenia
P — prawdopodobienstwa (95%),

k — wspdtczynnik suchej masy gleby (=1)

n- powtérzenia
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+

n

WYNIKI BADAN

Wyniki badan przedstawiono w tabelach 11 2.

Dane w tabeli 1 wykazuja r6zne bakterie wystepujace w trzech badanych
glebach zakazonych substancjami weglowodorowymi. Najmniejsza liczba bak-
terii wystgpuje w probce gleby pobranej przy torach kolejowych (dworzec kole-
jowy w Zielonej Gorze). W probcee zidentyfikowano 7 kolonii bakterii w tym
tylko 3 szczepy bakterii. Stosunek liczby kazdego szczepu bakterii w stosunku
do gleby kontrolnej wynosit od 1,6-5,0%. Wiecej bakterii wystepuje w prébce
gleby pobranej na lotnisku w Przylepie. Wykazano 21 kolonii, w tym 7 szcze-
pow bakterii. Stosunek liczby bakterii do gleby kontrolnej wynosit 1,6-11,7%.
W prébcee gleby pobranej na stacji benzynowej wystepuje 11 kolonii bakterii, w
tym 5 szczepdw bakterii. Stosunek liczby bakterii do gleby kontrolnej wynosit

2,3-9,0%.

Tab. 1. Obecnos¢ bakterii w probkach glebowych
Table 1. The presence of bacteria in soil samples

Miejsce pobrania probki

Dworzec kolejowy

trolnych (ilo§¢)

Czynniki badane Lotnisko Przylep w Stacja benzynowa
Zielonej Gorze (przy to.rack,l) Vol w Zielonej Gorze
Zielonej Gorze
Zanieczyszczenia benzyna samolotu smary i olej [IESZANE SUrowee
napedowe
Rodzaj gleby lekka gliniasta lekka gliniasta piaszczysta
Ogdlna liczba bakte-
rii w probkach gleb 21 7 11
(ilo$¢ kolonii)
Ogdlna liczba kolo-
nii w glebach kon- 60 60 43

Ilos¢ kolonii kazde-
go rodzaju bakterii

Comamomonas sp. 7,

Pseudomonas sp. 5,

Pseudomonas sp. 3
Pseudomonas

Micrococcus sp. 7
Staphylococcus
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Bacillus sp. 4

Chromobacterium sp. 2,

Pseudomonas fluo-
rescens 1
Agrobactarium sp. 1
Flavobacterium sp. 1

fluorescens 3
Bacillus sp. 1

sp. 2
Acinetobacter sp. 1
Pseudomonas sp. 1

Stosunek rodzaju
bakterii w stosunku
do gleby kontrol-
nej(%)

1,6-11,7

1,6-5,0

2,3-9,0

Wiyniki dotyczace rozktadu zanieczyszczen (wegglowodoréw) w glebie lek-
kiej gliniastej przedstawiono w tabeli 2. Dane wykazuja, ze rozktad weglowo-
doréw w glebie lekkiej gliniastej zachodzil szybciej w prébkach z dodanym
roztworem bakterii. Rozktad zanieczyszczen w okresie 42 déb dziatania bakterii

byt na poziomie 99,7%.

Tab. 2. Rozktad weglowodorow w glebie lekkiej gliniastej w metodzie in-situ
Table 2. Decomposition of hydrocarbons in the clayey soil in-situ method

Rodzaj zanie- | Zawarto$¢ weglowodoréw, rozktad zanieczyszczen,% |Przedziat
czyszczen ppm.kg’ gleby ufnosci
przed | po42do- | gleba | wsto- |w stosun-|rozktad | p=95%
dodaniem| bach dzia- |kontrola| sunku ku do
bakterii |fania bakte-| po42 |dobak-| gleby
rii dobach | teriii |kontrolnej
wody
Benzyna 3200 8,5 2100 99,7 34,4 65,3 7,3-
3095,7
Olej i smary 2140 6,2 1500 99,7 29,9 69,8 5,8-
2072,3
Ropa naftowa | 20030 51,0 11300 | 99,7 43,6 56,1 46,6-
19149,3
pH 6,5 7,2 7,5 - - - -
Temperatura 20 22 20 - - - -
gleby, °C
Wilgotnos¢ 39 80 39-80 - - - -
gleby, %
Zawarto$¢ 12,7 16,3 13,7 - - - -
azotu ogdlne-
g0, gkg' s.m
Zawarto$¢ 20,5 19.4 16,3 - - - -
fosforu ogol-
nego, gkg'
s.m
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W poréwnaniu z gleba kontrolng rozktad zanieczyszczen wynosit od 56,1 do
69,8%. Wyniki badan wykazuja réwniez, ze w warunkach laboratoryjnych za-
chodzit naturalny proces rozktadu badanych weglowodoréw w glebie wynosza-
cy od 29,9 do 43,6%. Badana gleba byta sucha — wilgotno$¢ poczatkowa préby
wynosita 39%.

DYSKUSJA WYNIKOW

Bakterie powoduja rozktad pochodnych ropy naftowej i pracuja az do mo-
mentu wyczerpania si¢ zrodta pokarmu [Malina i Szczepanski, 1994]. Analiza
danych literaturowych wskazuje, ze wigkszo$¢ badan prowadzonych na $wiecie
dotyczy przede wszystkim proceséw prowadzonych przez wybrane gatunki
mikroorganizméw oraz koncentruje si¢ na rozpoznaniu mechanizméw dziatania
bakteryjnych enzyméw hydrolitycznych. Badania koncentrujg si¢ rowniez na
zagadnieniach ekspresij gendw odpowiedzialnych za wydzielanie specyficznych
enzymow [Zhous, 2000; Kapusta, 2000; Karaszkiewicz, 1970].

Do badan wybrano 3 szczepy bakterii: Pseudomonas sp., Bacillus sp., Mi-
crococcus sp., ktére zostaly wyizolowane z gleb skazonych substancjami po-
chodzacymi z ropy naftowej. Wyizolowane szczepy bakterii sg zdolne do roz-
ktadu weglowodoréw, ale rowniez innych zanieczyszczen [Karaszkiewicz,
1974]. Roztwér hodowanych szczepdw bakterii dodany do gleb z zawarto$cia
ropopochodnych w czasie 42 dob powodowat obnizenie stezen weglowodorow
do poziomu ponizej 100 ppm gleby.

Wyniki badan potwierdzity skutecznie dziatanie bakterii w degradacji ropy
naftowej, benzyny i olejéw. Stezenie pozostate wynosity od 6,2-51,0 ppm gle-
by.

Metoda in-situ, zastosowana w do§wiadczeniu okazata si¢ skuteczng w usu-
waniu zanieczyszczen ropopochodnych. . Poréwnujac z metoda Ex-situ - wyko-
rzystanie naturalnych proceséw biologicznych zachodzacych w danej glebie
powodowata szybsze odkazanie gleb. W rzeczywisto$ci procesy te sg znacznie
bardziej skomplikowane, zdolno$¢ usuwania zanieczyszczen posiadaja takze
grzyby plesniowe, reprezentowane przez nast¢pujace rodzaje Aspergillus cha-
etomium i Fusarium [Chmiel, 1994; Klimiuk i in., 2003].

WNIOSKI

— W trzech rodzajach gleb skazonych ropopochodnymi wyizolowano dziewigc
rodzajéw bakterii: Comamomonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., Chro-
mobacterium sp., Agrobacterium sp., Flavobacterium sp., Micrococcus sp.,
Stapylococcus sp. i Acinebacter sp.
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[lo$¢ bakterii zalezy od rodzaju gleby. Najwigksza liczbe bakterii stwierdzono
w glebie lekkiej gliniastej, skazonej benzyng (21 kolonii w g badanej gleby), a
najmniejsza w glebie pobranej z toréw kolejowych (7 kolonii w 1 g badanej
gleby). W glebie piaszczystej wyizolowano 11 kolonii bakterii.

Ogdlny procent usuwania zanieczyszczen ropopochodnych wynosit 99,7%.
Efektywno$¢ biodegradacji ropopochodnych przez bakterie Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., Micrococcus sp., wynosita od 56,1 do 69,8%.
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EFFICIENCY OF REMOVING CONTAMINATION
FROM THE PRODUCTION OF PETROLEUM ORIGIN
BY METHOD IN-SITU

Summary

The research was carried out in laboratory conditions with the soils
which was contaminated with product of petroleum origin. The soil tests
were taken from: a railway station (by railway track), air field Przylep
(From place to fill up with petrol of plane), petrol station in the street
Konstytucja 3-maja in Zielona Géra, Poland. The microbiological studies
was analysed in laboratory Institute of Environment Engineering, Univer-
sity of Zielona Gora, Poland in the summer 2010 and 20110f the years.
The microbiological lies in determination: generally number of bacteria
in the soil tests, majority number of genus bacteria in the soil tests and re-
lationship of bacteria in comparison with generally number of bacteria in
the soil controls and cultivating the chosen of genus bacteria in the artifi-
cial medium (solid and liquid) in order to apply some genus of the bacte-
ria in to the soils, which was contaminated with product of petroleum
origin (petrol, petroleum and oil). carry out a. conduct a. do research;
The research in-situ was carried out into on ways of vases with the clayey
of light soil. The pollution content in the soil were: petrol (B) 3200 ppm,
petroleum (R) 20030 ppm and oil (0O) 2140 ppm. The mixture of 3 bacte-
ria genus : Bacillus sp., Pseudomonas sp, Micrococcus sp. (150 ml) was
added in to every vases of soil. There are 9 genuses of bacteria Coma-
momonas sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. Chromobacterium sp., Ag-
robacterium sp., Flavobacterium sp, Micrococcus sp., Stapylococcus sp.
and Acinebacter sp. were presented in the 3 of the studied soils, which
was contaminated with product by compounds of hydrogen carbon. It was
effectively in removing of contaminated with hydrogen carbon in the stud-
ies soils. The general percent of removing polluted are 99,7%. Effective-
ness of 3 genus bacteria action in studies soils are achieving from 56,1 to

69,8%.

Key words: bacteria, petroleum, petrol, oil, in-situ



