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Streszczenie

Realizowang prace rozpoczeto od dokonania przegladu literaturowego osiagnie¢ w za-
kresie oczyszczania gruntéw skazonych substancjami ropopochodnymi oraz produktami
ubocznymi pirolizy, jako zrédtami zanieczyszczenia gleby weglowodorami TPH i WWA.
Na podstawie danych literaturowych dotyczacych technologii oczyszczania terenow ska-
zonych substancjami ropopochodnymi wytypowano etapy postepowania zmierzajace do
redukcji zawartos$ci TPH i WWA w skazonych glebach.

W ramach realizacji pracy wykonano analizy fizykochemiczne gleb pobranych z te-
rendw zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi, a mianowicie z:

o gazowni klasycznej, wylaczonej z eksploatacji, polozonej na pétnocy
Polski. Probki do badan pobrano w poblizu starych (czesciowo
zlikwidowanych) doléw ze smota pogazows, z gtebokosci 0-0,5 m p.p.t.
(gleba GK-1);

o dotu urobkowego, w ktérym sktadowano odpady wiertnicze
zanieczyszczone substancjami ropopochodnymi - gleba zaklasyfikowana
do odpaddéw o kodzie ex 17 05 03* (gleba i ziemia zawierajaca substancje
ropopochodne). Probki do badan pobrano z gtebokos$ci 0-0,5 m p.p.t.
(gleba DU-1).

Analiza fizykochemiczna wykazala, Ze gleba z terenu gazowni klasycznej charak-
teryzowala si¢ duzg zawarto$cia WWA i stosunkowo niewielka TPH. Natomiast gleba
z terenu dotu urobkowego zawierata duze ilosci TPH i stosunkowo niewielkie WWA. Jako
ze fundamentalnym celem realizowanej pracy byto badanie proceséw biodegradacji TPH
i WWA w glebie, dlatego wskazane bylto uzyskanie gleby o istotnych zawarto$ciach TPH
oraz WWA. Nadmiernie wysokie zawarto$ci w glebie jednocze$nie WWA i TPH mogg ha-
mowac przebieg jej oczyszczania, dlatego do badan procesu biodegradacji weglowodordéw,
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Streszczenie

prowadzonych w warunkach ex situ, jako material badawczy stosowano mieszaning gleb:
GK-1:DU-1 w stosunku 2:1.

Z uwagi na ukierunkowanie badan na oznaczenie zawarto$ci weglowodoréw TPH
oraz WWA w glebie — w ramach realizacji pracy dostosowano metodyke chromatogra-
ficznego oznaczania zanieczyszczen ropopochodnych ze szczegdlnym uwzglednieniem
wielopiers$cieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA).

W kolejnym etapie utworzono stanowisko do badan biodegradacji zanieczyszczen
prowadzonych w skali pottechnicznej, w warunkach ex situ, metoda pryzmowania. Omo-
wiono wyniki prac dotyczacych badan optymalizacyjnych prowadzenia procesu biode-
gradacji, obejmujacych: modyfikacje struktury gleby w celu zwigkszenia biodost¢pnosci
mikroorganizmoéw i substancji odzywczych do weglowodoréw ropopochodnych, biore-
mediacje podstawowa stymulowang poprzez biowentylacje i wzbogacanie srodowiska
odpadu w skfadniki biogenne wspomagajace rozwdj mikroflory autochtonicznej oraz
bioaugmentacje, polegajaca na inokulacji wstepnie oczyszczonej gleby biopreparatami,
ktorych sktad zostal opracowany w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu Nafty i Gazu -
Panstwowego Instytutu Badawczego.

Doboru substancji biogennych do oczyszczanej gleby dokonano na podstawie wyni-
kéw badan respirometrycznych (przeprowadzonych za pomoca zestawu OxiTop® Control)
mierzacych postep samoistnej i wspomaganej biodegradacji tlenowej substancji ropopo-
chodnych zawartych w badanym gruncie o réznej zawartoéci substancji biogennych.

Etapowy proces oczyszczania gleby na drodze bioremediacji podstawowej stymulo-
wanej substancjami biogennymi oraz bioaugmentacji w warunkach ex situ prowadzono
przez 300 dni. Przebieg procesu kontrolowano za pomocg rozbudowanego monitoringu
obejmujacego fizykochemiczne oraz toksykologiczne badania gleby, ktére wykonano,
opierajac si¢ na mikrobiotestach typu ToxKit (Phytotoxkit, Ostracodtoxkit, Spirodela
Duckweed ToxKit), Microtox, oceny ryzyka srodowiskowego MARA oraz oceny geno-
toksyczno$ci Amesa.

Réwnie istotnym elementem pozwalajacym na szersze spojrzenie na przebieg procesu
biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych i okreélenie efektywnosci kolejnych etapow
oczyszczania byla analiza chromatograficzna, pozwalajaca na ilo$ciowe i jako$ciowe oznacze-
nie poszczegdlnych weglowodoréw wchodzacych w sklad zanieczyszczen ropopochodnych.
Umozliwiala ona zaobserwowanie w glebie zmian zawartosci poszczegélnych n-alkanow
i WWA w trakcie realizowanych etapéw oczyszczania. Ponadto wprowadzane wskazniki
stopnia biodegradacji n-alkanéw w postaci stosunkéw zawartosci n-C,,/Pr i n-Cys/F
w sposob bardzo widoczny obrazowaly efektywnos¢ realizowanych kolejnych etapow
opracowanej technologii oczyszczania odpadéw z zanieczyszczen ropopochodnych.
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W celu opracowania modelu matematycznego biodegradacji zanieczyszczen ropo-
pochodnych w odpadach wiertniczych zastosowano normalizacje stezenia analitow za
pomoca wprowadzonego biomarkera — Cs-17p(H),21p(H)-hopanu, ktéry umozliwit petng
oceng stopnia biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych.

Obliczone state biodegradacji pierwszego rzedu (k) pozwolity na przesledzenie
i poréwnanie kinetyki przebiegu biodegradacji poszczegélnych grup zanieczyszczen
ropopochodnych (TPH, X n-Cs—n-Cy,, X n-Cy;-n-Cs) oraz WWA (3-, 4-, 5- i 6-pier-
$cieniowych WWA) w kolejnych etapach oczyszczania odpadéw. Ponadto na podstawie
przedstawionych statych biodegradacji przeprowadzono poréwnanie efektywnosci dziatania
wykorzystywanych biopreparatéw.

Opracowana technologia oczyszczania gleb nalezy do pewnych i bezpiecznych dla
$rodowiska naturalnego oraz uzasadnionych ekonomicznie do zastosowania w warun-
kach przemystowych metod likwidacji substancji ropopochodnych na zanieczyszczonych
terenach.
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Abstract

Abstract

The executed work was started by performing a review of literature regarding the
achievements in the field of remediation of lands contaminated with petroleum derivative
substances and by-products of pyrolysis as sources of contamination of the soil with TPH
and PAH hydrocarbons. On the basis of literature data regarding technologies for reme-
diation of lands contaminated with petroleum derivative substances, one selected process
stages aimed at reducing the content of TPH and PAH in the contaminated soils.

As a part of the execution of the work, one performed physico-chemical analyses
of soil collected from areas contaminated with petroleum derivative substances, namely
from the area of:

« adecommissioned conventional gas plant, located in the north of Poland.

Test samples were collected near old (partially eliminated) gas pitch pits,
from a depth of 0-0.5 m below terrain level (GK-1 soil),

« a mining spoil pit, wherein drill waste contaminated with petroleum de-

rivative substances were kept — soil classified for waste, with an ex code
of 17 05 03*. The test samples were collected from a depth of 0 - 0.5 m
below terrain level (DU-1 soil).

A physico-chemical analysis indicated that the soil from the area of the conventional
gas plant was characterized by a high content of PAH and a relatively small content of TPH.
Whereas the soil from the area of the mining spoil pit contained large amounts of TPH and
relatively small amounts of PAH. Since the fundamental goal for the executed work was to
study the processes of TPH and PAH degradation in soil, it was recommended to obtain
soil with significant amounts of both TPH and PAH. Excessively high amounts of both
PAH and TPH in the soil may hamper its remediation process. That is why the following
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distribution of soils was used as test material for examining the process of biodegradation
of hydrocarbons, performed in ex-situ conditions: GK-1:DU-1 in a ratio of 2:1.

Due to the orientation of the studies towards determining the content of TPH and
PAH hydrocarbons in the soil, as a part of the execution of the work, one adapted the
method of chromatographic determination of petroleum derivative contaminations with
a particular focus on polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH).

In the subsequent stage, one created a station for testing the biodegradation of con-
taminations, conducted on a semi-technical scale in ex-situ conditions using the compost
heap method. One discussed the results of works pertaining to optimization tests for the
conduct of the process, including: modification of the structure of the soil in order to
increase the bioavailability of petroleum derivative hydrocarbons to microorganisms
and nutrients, basic bioremediation stimulated by bioventilation and saturating the wa-
ste surroundings with biogenic ingredients supporting the development of indigenous
microflora, and bioaugmentation, involving the inoculation of the initially remediated
soil with biopreparations developed in Zaktad Mikrobiologii INiG - PIB (Microbiology
Department of the Oil and Gas Institute — National Research Institute).

The selection of biogenic substances for the remediated soil was made on the basis
of the results of respirometric tests, measuring the progress of spontaneous and assisted
aerobic biodegradation of the petroleum substances contained in the tested soil with
varying content of biogenic substances. These tests were performed using the OxiTop®
Control kit.

The staged process of soil remediation through basic bioremediation, stimulated by
biogenic substances and bioaugmentation in ex situ conditions, was carried out for a period
of 300 days. The course of the process was controlled using a comprehensive monitoring
system, covering soil tests, both physico-chemical and toxicological, performed using
ToxKit (Phytotoxkit, Ostracodtoxkit, Spirodela Duckweed ToxKit) and Microtox type
tests, the MARA environmental risk assessment test and the Ames genotoxicity test.

An equally relevant element, allowing for a broader approach to the course of the
process of biodegradation of petroleum derivative contaminations, and determination of
the effectiveness of subsequent stages of remediation, was the chromatographic analysis,
allowing for a quantitative and qualitative determination of individual hydrocarbons
contained in petroleum derivative contaminations. It allowed to observe changes in the
content of individual n-alkanes and PAHs during the remediation stages. Furthermore, the
introduced n-alkane biodegradation degree indexes in the form of n-C,;/Pr and n-Cs/F
content ratios very visibly illustrate the effectiveness of subsequently executed stages of
the developed technology for removal of petroleum derivatives from waste.

14



Abstract

In order to develop a mathematical model for the biodegradation of petroleum
derivative contaminations in drill waste, one utilized normalization of the concentration
of analytes using the introduced biomarker — Cs-17B(H), 21 p(H)-hopan, which allowed
for a complete assessment of the degree of biodegradation of petroleum derivative
hydrocarbons.

The calculated constants for first-order biodegradation (k) allowed to monitor and
compare the kinetics of the course of the biodegradation of individual groups of petroleum
derivative contaminations (TPH, X n-Cs—n-C,,, ¥ n-C,;—n-Cjs) and PAH (3-, 4-, 5- and
6-cyclic PAHs) in subsequent stages of waste treatment. Furthermore, on the basis of the
presented biodegradation constants, one can compare the effectiveness of operation of
the biopreparations used.

The presented technology is one of the methods of treatment of petroleum derivative
contaminants in areas contaminated with petroleum derivative substances, that are tried and
environmentally safe, and economically justifiable for use under industrial conditions.
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Wprowadzenie

Jeszcze kilka wiekow temu w $rodowisku dominowaty zanieczyszczenia pochodze-
nia naturalnego, ktdrych zrédtami byly wybuchy wulkandw, erozja skal, pozary laséw
itp. Z uplywem czasu coraz wigkszy wpltyw na degradacje¢ $rodowiska zaczeta wywieraé
dzialalno$¢ cztowieka. Urbanizacja oraz uprzemystowienie spowodowaly silne zanieczysz-
czenie srodowiska gruntowo-wodnego na skutek przedostania si¢ do niego réznorodnych
ksenobiotykéw. Gérnicza eksploatacja, transport ropy oraz dystrybucja ropopochodnych
produktéw bywaja zrodtem punktowego i obszarowego zanieczyszczenia ziemi. Ponadto
przyczynami antropogenicznej emisji zanieczyszczen organicznych do $rodowiska natural-
nego moga by¢ m.in. procesy zwiazane z niecalkowitym spalaniem paliw lub piroliza.

W Polsce, kraju posiadajacym jedne z najwiekszych zasobéw wegla w Europie,
wszelkie technologie majace na celu pelniejsze wykorzystanie potencjalu tego surowca
spotykaja si¢ z duzym zainteresowaniem. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wytwarzanie gazu
na drodze suchej destylacji wegla, bedace synonimem wielkiego postepu cywilizacyjnego
na przetomie XIX i XX wieku, obarczone jest uzyskiwaniem smoly podestylacyjnej za-
wierajacej znaczne ilo$ci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA).
Czes¢ tych substancji moze przedostawac sie do gruntu wskutek awarii w czasie produke;ji
czy tez z powodu niewltasciwego skladowania produktéw odpadowych. Obecnie istnieja
jeszcze zanieczyszczone tereny po instalacjach suchej destylacji wegla w zlikwidowanych
gazowniach klasycznych.

Duze nagromadzenie zanieczyszczen w glebie negatywnie wptywa na kondycje¢ eko-
systemow, co stanowi bezposérednie zagrozenie dla zdrowia ludzi. Konieczne staje si¢ wiec
poszukiwanie metod usuwania zanieczyszczen ze srodowiska naturalnego umozliwiajacych
przywrocenie wlasciwos$ci uzytkowych poszczegdlnym elementom biosfery.

Jednym z gltéwnych Zrodet skazenia gleby sa substancje ropopochodne TPH oraz
wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne WWA, ktdre naleza do trwatych zanie-
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czyszczen organicznych, charakteryzujacych si¢ w wigkszosci przypadkéw wysokimi
wlasciwo$ciami mutagennymi i kancerogennymi.

Od wielu lat prowadzone s3 badania nad technologiami remediacyjnymi mogacymi
minimalizowa¢ skutki zanieczyszczen. Obecnie w centrum uwagi znajduje si¢ bioreme-
diacja: technologia oparta na naturalnych zdolno$ciach organizméw zywych do rozkladu
substancji ropopochodnych i wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Istnieje
szereg mikroorganizméw degradujacych substancje ropopochodne, nalezacych do réznych
grup systematycznych, wérod ktérych najbardziej rozpowszechnione sg bakterie i grzyby.
Jest to powdd, dla ktérego sa one najczesciej wykorzystywane w procesie biodegradacji
zanieczyszczen organicznych. Biorac pod uwage fakt, ze zanieczyszczenia naftowe zwykle
stanowig zlozony uktad, do ich skutecznej neutralizacji potrzebne jest wspoétdziatanie wielu
drobnoustrojow zdolnych do degradacji réznych zwigzkéw. Niejednokrotnie zdarza sig, ze
kompetentne mikroorganizmy dzialaja w sposob antagonistyczny, co spowalnia, a nawet
hamuje przebieg procesu oczyszczania. W Zaktadzie Mikrobiologii INiG - PIB opracowano
biopreparaty, w ktorych sktad wchodzity mikroorganizmy posiadajace szlaki metaboliczne
jednoczesnie wykorzystujace obie grupy weglowodordw: alifatycznych i aromatycznych
jako zrédta wegla i energii, czego skutkiem jest degradacja weglowodorow.

Biodegradacja zanieczyszczen ropopochodnych w skazonym $rodowisku jest uza-
lezniona zaréwno od czynnikéw abiotycznych (stezenie i rodzaj zanieczyszczenia, wia-
$ciwosci fizykochemiczne zanieczyszczonego gruntu, zawartos$¢ zwigzkow organicznych
i biogennych m.in. azotu i fosforu, temperatura, zawarto$¢ tlenu, wilgotnos¢, odczyn),
jak i biotycznych, takich jak sklad ilociowy i jakosciowy mikroorganizméw obecnych
w glebie. Gleba jest bowiem dynamicznym elementem przyrody, stwarzajacym warunki
do egzystencji organizmdw, za$ naruszenie jej dynamiki powoduje degradacje i prowadzi
do zmiany jej wlasciwos$ci biochemicznych.

Wykonywanie szerokiego zakresu analiz fizykochemicznych gleby podczas procesu
jej oczyszczania pozwala na kontrolowanie postepu usuwania zanieczyszczen i umozliwia
podejmowanie dzialan w momencie obnizenia si¢ skuteczno$ci prowadzonego procesu.

W ramach niniejszej pracy przedstawiono wyniki prac autorskich umozliwiajacych
oczyszczanie gleb skazonych substancjami ropopochodnymi oraz wielopierscieniowymi
weglowodorami aromatycznymi do poziomu akceptowanego przepisami prawa.

Proces oczyszczania gleb skazonych TPH i WWA jest skomplikowanym zagadnieniem
nie tylko ze wzgledu na chemiczny charakter zanieczyszczen, ale réwniez z powodu ztozo-
nosci samego $rodowiska glebowego. Prowadzenie procesu oczyszczania gleby wymagato
okreélenia jej fizycznych i chemicznych wlasciwosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wyznaczenia zawartosci sktadnikéw biogennych, weglowodoréw ropopochodnych oraz
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kancerogennych WWA. Znajomoé¢ skladu substancji ropopochodnych zanieczyszczajacych
glebe stanowi podstawe prowadzenia prac zmierzajacych do ich usunigcia ze skazonego
srodowiska.

Obecnie nie ma jednej cato$ciowo znormalizowanej metodyki umozliwiajacej
identyfikacje i ilo$ciowe oznaczenie WWA i TPH w glebie, a przeglad prac literaturowych
opublikowanych na przetomie ostatnich lat wykazuje duzg rozbieznos¢ w tym zakresie.
Dlatego usystematyzowanie badan analityki WWA i TPH umozliwi zaprezentowanie
wiarygodnej metody ich oznaczania.

Wobec powyzszego obok podstawowego celu niniejszego opracowania, ktérym byto
oczyszczenie skazonego substancjami TPH i WWA gruntu, znalazla si¢ réwniez potrzeba
opracowania wiarygodnej oceny skladu zanieczyszczen.

Podczas oczyszczania zdegradowanych terenéw zasadne jest takze prowadzenie ba-
dan majacych na celu oceng stopnia ryzyka kontaktu skazonego terenu z poszczegdlnymi
elementami $rodowiska naturalnego. Do obserwacji niepozadanego dzialania ksenobioty-
kéw iich metabolitéw na organizmy Zywe wykorzystano bioindykatory w postaci testow
toksykologicznych opartych na zywych organizmach. Stosowano mikrobiotesty typu
ToxKit (Phytotoxkit, Ostracodtoxkit, Spirodela Duckweed ToxKit), Microtox, test oceny
ryzyka srodowiskowego MARA oraz test oceny genotoksycznosci Amesa.

W wyniku prowadzonych prac zostala zaproponowana etapowa technologia oczyszcza-
nia gleb skazonych TPH i WWA, ktorej gléwne etapy przeprowadzono w skali péttechnicz-
nej metodg ex situ. Otrzymane wyniki maja duze znaczenie w kontekscie opracowywania
wlasciwych strategii prowadzenia proceséw bioremediacji gleb metoda in situ.
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1. Przepisy techniczne i prawne dotyczace
rekultywacji zanieczyszczonych terenow

Dzialalnos¢ czlowieka od wiekéw wywotuje zmiany w srodowisku, zmniejsza jego
zasoby, modyfikuje naturalne cechy i powoduje wprowadzenie do $rodowiska obcych,
niewystepujacych naturalnie substancji. Zmiany te, poczatkowo niewielkie, a w miare
rozwoju techniki i przemystu coraz bardziej widoczne i dotkliwe, wywotaly w latach 70.
ubiegtego wieku niepokoj wérdd przedstawicieli nauki. W 1989 roku w raporcie opraco-
wanym przez Komisje Srodowiska i Rozwoju wyartykulowane zostaly obawy o bezpie-
czenstwo ekologiczne $wiata i o los przyszlych pokolen. W dokumencie zawarto réwniez
rekomendacje wskazujaca droge zréwnowazonego rozwoju, ktérej wyznacznikiem jest
dbatosé¢ o czlowieka i calg planete. Na strazy bezpieczenstwa ekologicznego musza staé
zobowigzania i umowy prawne uwzgledniajace zapobieganie globalnym, regionalnym,
krajowym i lokalnym zagrozeniom [164].

W trosce o $rodowisko prowadzony jest monitoring stopnia skazenia terenéw po-
tencjalnie bedacych pod wplywem Zrédet antropogennych. Badania skoncentrowane na
zmianie jakosci gleby i ziemi umozliwiaja:

« okreslenie obszaréw lokalnych zanieczyszczen gleb i ziemi;

o wybranie obszardéw, w stosunku do ktoérych nalezy podja¢ dziatania zmie-
rzajace do obnizenia zawarto$ci zanieczyszczen ponizej warto$ci okreslo-
nych w standardach jakosci gleby i ziemi.

Po ustaleniu rodzaju i koncentracji zanieczyszczen na zdegradowanym terenie — nalezy
podja¢ decyzje o sposobie jego rekultywacji w celu przywroécenia wlasciwosci uzytkowych.
Decyzja ta powinna zaleze¢ od uwarunkowan lokalnych oraz przewidywanego sposobu
wykorzystania terenu.
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Sposéb badania, oceny i dzialania naprawcze $rodowiska sg okreslone przez akty
prawne — ustawy i wynikajace z nich akty wykonawcze, ktére m.in. zawierajg wykazy
substancji zagrazajacych srodowisku i ich dopuszczalne stezenia w poszczegolnych jego
elementach. Ochrone §rodowiska przed zanieczyszczeniem reguluja i dostosowuja w Pol-
sce do ustawodawstwa Unii Europejskiej: ustawa o odpadach z dnia 14 grudnia 2012 r.
(Dz.U. z 2013 r. poz. 21 z p6zn. zm.) oraz rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia
1 wrze$nia 2016 r. (Dz.U. z 2016 r. poz. 1395) w sprawie sposobu prowadzenia oceny za-
nieczyszczenia powierzchni ziemi.

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Srodowiska (Dz.U. z 2015 r. poz. 796) z dnia
11 maja 2015 r. w sprawie odzysku odpadéw poza instalacjami i urzadzeniami — gle-
be zanieczyszczona substancjami ropopochodnymi mozna uzna¢ za odpad o kodzie
ex 17 05 03" - gleba i ziemia zawierajaca substancje ropopochodne. Zgodnie z polskim
ustawodawstwem prawnym zanieczyszczong glebe mozna podda¢ procesowi rekultywacji
po uprzednim uzyskaniu zezwolenia na prowadzenie dziatalnoséci na danym obiekcie.
Dopuszczalny poziom zanieczyszczen okresla rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia
1 wrze$nia 2016 r. w sprawie sposobu prowadzenia oceny zanieczyszczenia powierzchni
ziemi (Dz.U. z 2016 r. poz. 1395), z uwzglednieniem ich funkgcji aktualnej i planowanej
dla terenéw: szczegdlnie chronionych, gruntéw rolnych i lesnych, terenéw przemysto-
wych (tab. 1.1).

Glebe lub ziemie uznaje si¢ za zanieczyszczong, gdy stezenie jednej substancji prze-
kracza dopuszczalng wartos$¢ — z zastrzezeniem, ze jezeli przekroczenie warto$ci dopusz-
czalnej stezenia substancji w glebie lub ziemi wynika z jej naturalnej wysokiej zawartos$ci
w $rodowisku, za dopuszczalng uznaje sie warto$¢ R < 1 x 107°, oszacowang na podstawie
dostepnych danych ryzyka zdrowotnego (R) (§ 4 z rozp. poz. 1395).

Tereny zanieczyszczone, zgodnie z rozporzadzeniem, identyfikuje sie w pieciu
etapach:

o etap pierwszy — ustalenie dzialalnosci mogacej by¢ przyczyna zanieczysz-
czenia na danym terenie, obecnie lub w przesztosdci;

o etap drugi - ustalenie listy substancji powodujacych ryzyko, ktérych
wystepowanie w glebie lub w ziemi jest spodziewane ze wzgledu na dzia-
talno$¢ prowadzona na danej nieruchomosci lub tez w jej sasiedztwie;

o etap trzeci — zebranie oraz analiza dostepnych i aktualnych Zrédet infor-
macji istotnych dla oceny zagrozenia zanieczyszczeniem gleby lub ziemi
na danym terenie oraz dostepnych i aktualnych badan zanieczyszczenia
gleby i ziemi substancjami powodujacymi ryzyko z listy ustalonej w eta-
pie drugim;
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« etap czwarty — zebranie informacji koniecznych do wykonania badan
wstepnych (ustalenie grupy gruntéw wystepujacych na danym terenie
i lokalizacji Zrddel zanieczyszczen substancjami powodujgcymi ryzyko,
okreslenie schematu pobierania probek gleby) oraz ich wykonanie. Po-
réwnanie otrzymanych wynikéw analiz z dopuszczalnymi zawartosciami
oraz - jezeli istniejg do tego podstawy — stwierdzenie, czy substancje
wystepujace na danym terenie sa pochodzenia naturalnego;

o etap piaty — badania szczegélowe w celu okreslenia zasiegu wystepowa-
nia oraz stezenia substancji powodujacych ryzyko zanieczyszczenia gleby.

W przypadku wykluczenia wystepowania zanieczyszczenia na ktéorymkolwiek z eta-
pow - identyfikacje terenu zanieczyszczonego uznaje sie za zakonczona.

W wytycznych dotyczacych sposobu prowadzenia oceny zanieczyszczenia powierzch-
ni ziemi (Dz.U. z 2016 r. poz. 1395) dokonano nastepujacego podziatu gruntdw:

grupal:
o tereny mieszkaniowe, inne tereny zabudowane, zurbanizowane
tereny niezabudowane lub w trakcie zabudowy, grunty rolne zabu-
dowane, tereny rekreacyjno-wypoczynkowe;

grupa II:

o grunty orne oraz tereny rodzinnych ogrodéw dziatkowych, sady,
taki trwate, pastwiska trwale, grunty pod stawami, grunty pod
rowami.

W przypadku gruntéw na glebokosci 0-0,25 m p.p.t. wyrdzniono
podgrupy wydzielone na podstawie wtasciwosci gleby:

podgrupa II-1:
o gleby mineralne bardzo lekkie, o zawartosci frakcji FG02
mniejszej niz 10%, niezaleznie od wartosci pHxa,
o gleby mineralne lekkie, o zawartosci frakcji FG02 wynosza-
cej 10-20%, o wartosci pHka mniejszej lub réwnej 6,5,

podgrupa gruntow II-2:
o gleby mineralne lekkie, o zawartoéci frakcji FG02 wynosza-
cej 10-20%, o wartosci pHka wyZszej niz 6,5,
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gleby mineralne $rednie, o zawarto$ci frakcji FG02
wynoszacej 20-35%, o wartoéci pHxa mniejszej lub
rownej 5,5,

gleby mineralne ciezkie, o zawarto$ci frakeji FG02
wiekszej niz 35%, o warto$ci pHxa mniejszej lub
rownej 5,5,

gleby mineralno-organiczne, o zawartoéci wegla
organicznego wynoszacej 3,5-6%, niezaleznie od
wartosci pHka,

podgrupa gruntéow II-3:

L]

grupa III:

gleby mineralne $rednie, o zawarto$ci frakcji FG02
wynoszacej 20-35%, o warto$ci pHka wyzszej niz 5,5,
gleby mineralne ciezkie, o zawarto$ci frakcji FG02 wiekszej
niz 35%, o wartosci pHke wyzszej niz 5,5,

gleby mineralno-organiczne i organiczne, o zawartosci
wegla organicznego ponad 6%, niezaleznie od

wartosci pHkes

o lasy, grunty zadrzewione i zakrzewione, nieuzytki, tereny

rekreacyjno-wypoczynkowe z wytaczeniem terenéw o charakterze

zabytkowym oraz teren6w zieleni nieurzadzonej niezaliczone

do laséw oraz gruntéw zadrzewionych i zakrzewionych, uzytki

ekologiczne;

grupaIV:

 tereny przemystowe, uzytki kopalne, tereny komunikacyjne,

grunty przeznaczone pod budowe drég publicznych lub linii

kolejowych.

Dopuszczalne zawartosci substancji powodujacych ryzyko szczegélnie istotne
dla ochrony powierzchni ziemi, o ktérych mowa w zataczniku nr 1 do rozporzadzenia
Ministra Srodowiska z dnia 1 wrze$nia 2016 r. (poz. 1395), dla wszystkich grup gruntéw
na gleboko$ci przekraczajgcej 0,25 m p.p.t. okre$la sie z uwzglednieniem wodoprzepusz-

czalnosci gleby i ziemi.
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2. Przeglad literatury z zakresu technologii
oczyszczania terenow skazonych
substancjami ropopochodnymi

Postepujacy rozwdj cywilizacji i towarzyszace mu szerokie uprzemyslowienie spo-
wodowaly powazne zanieczyszczenie srodowiska przyrodniczego na olbrzymich obsza-
rach w wielu krajach. Cata biosfera jest nieustannie degradowana w wyniku niszczacej
dziatalno$ci cztowieka. Niejednokrotnie dochodzi do przedostawania si¢ nadmiernych
iloéci szkodliwych substancji do érodowiska gruntowo-wodnego, co znacznie spowalnia
lub catkowicie zatrzymuje naturalne procesy oczyszczania [51, 86, 210].

Gornicza eksploatacja, transport ropy oraz dystrybucja ropopochodnych produktéw
bywaja Zrédlem punktowego i obszarowego zanieczyszczenia ziemi. Zanieczyszczenia
takie stanowig rowniez odpady wiertnicze, powstate w wyniku glebienia otwordéw wy-
dobywczych, sktadajace si¢ ze zuzytej ptuczki oraz zwiercin zanieczyszczonych ptynem
ztozowym. W poczatkowych latach XX wieku ich znaczne ilosci gromadzono w dotach
urobkowych. Pod wzgledem chemicznym odpady te stanowia zréznicowane, wielosktad-
nikowe uktady, ktére podczas deponowania i prowadzenia podstawowych procesow
oczyszczania ulegly zmianom. Odpady te zawieraja zanieczyszczenia ropopochodne,
w tym wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), ktorych sktad jest zmienny
w czasie wskutek zachodzacych proceséw, m.in.: odparowania, rozpuszczania, transportu
substancji rozpuszczalnych w wodzie czy biodegradacji [30, 43, 145].

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne naleza do trwatych zanieczyszczen
organicznych, charakteryzujacych sie w wigkszosci przypadkéw wysokimi wlasciwos$ciami
mutagennymi i kancerogennymi. W §rodowisku wystepuja one w materii organiczne;j
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(ropa naftowa, wegiel kamienny itp.), natomiast zrédltem ich antropogenicznej emisji
do poszczegdlnych elementéw srodowiska mogg by¢ procesy zwigzane z niecatkowitym
spalaniem paliw lub piroliza [10, 48].

W Polsce, kraju posiadajagcym jedne z najwiekszych zasobow wegla w Europie,
wszelkie technologie majace na celu pelniejsze wykorzystanie potencjalu tego surowca
spotykaja si¢ z duzym zainteresowaniem i sg przedmiotem szerszej dyskusji naukowcéw
i politykéw. Proces zgazowania wegla jest koncepcja analizowang zaréwno na szczeblach
rzadowych, jak i przez departamenty inwestycyjno-rozwojowe wiodacych zakladéw
przemystowych z branzy chemicznej i energetycznej [67].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze wytwarzanie gazu na drodze suchej destylacji wegla,
bedace synonimem wielkiego postepu cywilizacyjnego na przetomie XIX i XX wieku,
obarczone jest uzyskiwaniem smoty podestylacyjnej, zawierajacej znaczne ilo§ci WWA.
Cze$¢ tych substancji moze przedostawac sie do gruntu — wskutek awarii w czasie
produkcji czy tez z powodu niewla$ciwego sktadowania produktéw odpadowych.
W niektorych zakladach po zakonczeniu eksploatacji dokonano wstepnego usuniecia
substancji szkodliwych, za$ w innych, ze wzgledu na niewielka w tym okresie znajomos$¢
problemoéw ochrony $rodowiska, nie poczyniono zadnych krokéw w tym kierunku
[138]. Obecnie istniejg jeszcze zanieczyszczone tereny po starych instalacjach suchej
destylacji wegla.

Duze, przekraczajace dopuszczalne normy nagromadzenie si¢ w glebach weglo-
wodoréw ropopochodnych, a w szczegélnosci WWA, negatywnie wplywa na rozwdj
i wegetacje roélin oraz na pozostale organizmy zywe obecne w takim ekosystemie [66].
Dlatego tez konieczne jest prowadzenie prac zmierzajacych do usuniecia tych substancji
ze srodowiska.

Zawarto$¢ WWA w glebach ksztaltuje sie w bardzo szerokich granicach, w zalezno$ci
od miejsca, rodzaju oraz od sposobu ich uzytkowania. W glebach z okolic duzych miast
lub potozonych wzdluz szlakéw komunikacyjnych czy tez znajdujacych sie w sasiedztwie
zakladow przemystowych skala tych zanieczyszczen bywa wysoka, na poziomie 20 mg/kg,
natomiast w glebach wykorzystywanych rolniczo (np. pola uprawne, tgki) nie przekracza
zwykle 100-400 pg/kg [14].

Bardzo wysokie zawarto$ci WWA odnotowano w glebach z terenéw dawnych
gazowni klasycznych - na poziomie 1069-6100 mg/kg s.m., przy zawartosci TPH na
poziomie 6268,5-25168 mg/kg s.m. [156, 157, 172].

Wykonane badania gruntéw z terenéw dawnych niemieckich gazowni klasycznych
wykazaly, ze ich gléwnymi zanieczyszczeniami sg: weglowodory alifatyczne, olefinowe,
monopierécieniowe weglowodory aromatyczne BTEX, a przede wszystkim wielopierscie-
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niowe weglowodory aromatyczne (WWA) oraz fenole, krezole, metale ciezkie, siarczki
i cyjanki. Sposérod zidentyfikowanych WWA wysoka zawartos$¢ stanowia weglowodory
o liczbie pierscieni 4-6 w czgsteczce [155].
Weglowodory w zanieczyszczonej warstwie wodonosnej moga wystepowac jako:
o substancje o gestosci wiekszej od gestosci wody
(Dense Non-Aqueous Phase Liquid - DNAPL);
o substancje o gestosci mniejszej od gestosci wody
(Light Non-Aqueous Phase Liquid - LNAPL).

Substancje o gestosci wiekszej od gestosci wody pod wplywem sil grawitacyjnych
przemieszczajg sie do glebszych warstw wodonosénych, co sprawia, ze ich rozprzestrze-
nianie si¢ w kierunkach horyzontalnych jest bardzo ograniczone. Natomiast substancje
o gestosci mniejszej od gesto$ci wody unoszg si¢ na powierzchni wody podziemnej
i moga wraz z nig migrowa¢ na znaczne odleglo$ci. W praktyce zanieczyszczenia tego
typu maja zazwyczaj pochodzenie ropopochodne.

Zanieczyszczenia ropopochodne (w strefie aeracji) moga ulega¢ odparowywaniu
do powietrza gruntowego, rozpuszczaniu w wodzie zawartej w gruncie, transformacji
biologicznej oraz moga adsorbowa¢ na ziarnach gruntu lub przemieszcza¢ si¢ jako
odrebna faza [219].

Weglowodory o wysokim powinowactwie wzgledem osrodka lub wystepujace
w osérodku o nizszej zdolnosci adsorpcyjnej moga by¢ wymywane, zanieczyszczajac
warstwe wodonosna. Szczegoélnie niebezpieczne sg BTEX, gdyz bedac relatywnie dobrze
rozpuszczalne, moga przedostawac si¢ do wod powierzchniowych i migrowaé wraz
z nimi do uje¢ wodnych.

Wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne ze wzgledu na niewielka rozpusz-
czalno$¢ nie stwarzaja zagrozenia samoistnej migracji w gruncie, natomiast sa bardzo
niebezpieczne ze wzgledu na swa toksyczno$¢ oraz mozliwos¢ przedostawania si¢ do
woéd gruntowych na skazonym terenie. Ciezsze weglowodory (powyzej 10 atomow wegla
w czgsteczce) moga ulega¢ powolnej migracji z uwagi na silng sorpcje przez osrodek
porowaty, zwlaszcza przy duzej pojemnosci sorpcyjnej [117, 118].

Opracowano wiele metod eliminowania zanieczyszczen ropopochodnych z gruntu
wykorzystujacych procesy fizyczne, chemiczne i biologiczne:

o fizyczne, w ktérych przy uzyciu procesow fizycznych wymusza sie
transport zanieczyszczenia;

o chemiczne, w ktérych dochodzi do zmiany struktury chemicznej zanie-
czyszczenia, a w konsekwencji do zmiany jego zachowania w $rodowisku
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gruntowym, pod wplywem rdéznego rodzaju reakcji chemicznych. W wy-
niku tych proceséw powstaja zazwyczaj substancje mniej toksyczne niz
poczatkowe skazenie (np.: dehalogenacja, procesy redox);

o biologiczne, w ktérych dochodzi do zmiany struktury chemicznej
sktadnikéw skazenia na skutek naturalnych proceséw biologicznych,
przebiegajacych w zywych organizmach (bakterie, grzyby). Jest to proces
biodegradacji, w ktorego efekcie dochodzi do biotransformacji skazenia
do form mniej toksycznych lub calkowicie obojetnych dla srodowiska
(CO2i H,0).

Rzadko stosuje si¢ pojedyncze procesy oczyszczania skazonego gruntu, zazwyczaj

konieczne jest wykorzystanie metod stanowiacych potaczenie dwdch, a niekiedy nawet

trzech z wyzej wymienionych.

Rozpatrujgc oczyszczanie gruntéw pod katem miejsca prowadzenia prac zmierza-

jacych do zmniejszenia zawartosci zanieczyszczen, wyrdzni¢ nalezy dwie strategie:
o in situ — oczyszczanie srodowiska gruntowo-wodnego w miejscu wyste-
powania zanieczyszczen (spotyka si¢ takze okreslenie on site, dotyczace
oczyszczania gruntu w miejscu wystepowania zanieczyszczen, ale po
jego wydobyciu i/lub spompowaniu wody);
o ex situ — oczyszczanie wydobytego gruntu oraz spompowanych wod

poza terenem wystepowania.

Istotnym problemem pojawiajacym sie w przypadku skazenia gruntéw i wéd

gruntowych réznego rodzaju substancjami pochodzenia zaréwno organicznego, jak

i nieorganicznego jest duza toksycznos$¢ tych substancji w stosunku do wszystkich

zywych organizmoéw. Stanowi to gtowny powdd, dla ktérego podejmuje sie dziatania

zmierzajace do oczyszczenia skazonego gruntu.

W ostatnich latach wiele uwagi po$wiecono problemowi zanieczyszczenia $rodo-

wiska substancjami ropopochodnymi. Gléwnymi strategiami, jakie mozna wyrézni¢

w walce z zanieczyszczeniem $rodowiska wodno-gruntowego, sa:
 usuniecie (dekontaminacja) lub izolacja zanieczyszczen (odgrodzenie
i kontrola);
» zmiana wla$ciwosci zanieczyszczen prowadzaca do obnizenia ich tok-
sycznosci, mobilnosci lub reaktywnosci;
o eliminacja zrddet zanieczyszczen.
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Warunkiem koniecznym w technologii oczyszczania gleb jest uwzglednienie
zagadnien zwigzanych z geotechnika, hydrogeologia oraz biochemicznym rozkladem
substancji ropopochodnych w $rodowisku wodnym [114, 218].

2.1. Metody rekultywacji gleb zanieczyszczonych
substancjami ropopochodnymi

Rekultywacja zanieczyszczonej gleby lub gruntu polega na przywrdceniu stanu
odpowiadajacego standardom jakosci okreslajacym taka zawartos$¢ niektorych substancji
w glebie lub gruncie, ponizej ktérej zadna z funkcji pelnionych przez powierzchnie ziemi
nie jest naruszona.

Celem zabiegdw rekultywacyjnych jest przywrocenie zanieczyszczonego gruntu do
stanu wlasciwego, zgodnego ze standardami jakosci gleby i ziemi.

Wybér metody bioremediacji uzalezniony jest od:

 rodzaju i budowy podloza gruntowego;

 rodzaju zanieczyszczen, ich stezenia, stanu skupienia, wlasciwosci
chemicznych i fizycznych oraz podatnosci na biodegradacje;

 czasu trwania i wielkosci zanieczyszczenia podloza gruntowego
(powierzchnia, gleboko$¢);

o sposobdw wykorzystania oczyszczonego podloza w przyszlosci.

Schemat postepowania majacego na celu okreslenie zakresu bioremediacji gle-
by przygotowuje sie na podstawie wstepnej oceny informacji dotyczacych rodzaju,
miejsca pochodzenia, drogi przemieszczania oraz receptordéw zanieczyszczen (ludzie,
zwierzeta, roéliny itp.). Przede wszystkim nalezy okresli¢ potencjalne Zrédlo i rodzaj
zanieczyszczenia oraz mechanizmy mozliwego przemieszczania si¢ zanieczyszczen.
Etap ten zapewnia rozpoznanie obecnych warunkéw panujacych na miejscu zanie-
czyszczonego gruntu.

Remediacja terendw ma zastosowanie w przypadku przekroczenia stezen zanieczysz-
czef w gruncie ponad wartosci dopuszczalne, okreslone w przepisach prawa. Zabiegi reme-
diacyjne zanieczyszczonej gleby/gruntu niweluja zatem istniejace zagrozenia srodowiska
lub tez obnizajg ryzyko z poziomu nieakceptowanego do poziomu akceptowalnego.
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2.1.1.Izolacja substancji ropopochodnych w srodowisku
gruntowo-wodnym

Techniki izolacji i immobilizacji zanieczyszczen maja na celu ograniczenie ich migracji
w $rodowisku gruntowo-wodnym. Jest to rozwigzanie o charakterze doraznym, majace
na celu opdznienie lub czasowe zatrzymanie migrujacej plamy zanieczyszczen. Nie jest to
metoda oczyszczania, lecz jedynie sposdb kontroli rozprzestrzeniajacego sie zanieczyszcze-
nia. Izolacje i kontrole stosuje si¢ w przypadkach, gdy likwidacja zanieczyszczenia nie jest
uzasadniona z przyczyn ekologicznych lub techniczno-ekonomicznych. Unieruchamianie
zanieczyszczen realizowane jest za pomoca barier fizycznych, hydraulicznych lub technik
solidyfikacji plamy zanieczyszczen.

W celu ograniczenia migracji zanieczyszczenia w srodowisku gruntowo-wodnym stosuje
si¢ réznego rodzaju bariery fizyczne. Sg to przegrody z materialéw o niskiej przepuszczal-
nosci, ktérych grubosé¢ zalezy od metody wykonania, gteboko$ci, cisnienia wody i rodzaju
sktadnika uszczelniajacego. Przegrody moga by¢ wykonywane na dwa sposoby:

o bez wybierania gruntu:
» metodg wibracyjna, jako cienkie §ciany stalowe lub zaslony palowe,
» metoda wiertniczg z wttaczaniem pod ci$nieniem zaczynéw uszczel-
niajacych cementowych lub syntetycznych;
o z wybieraniem gruntu:
» w formie $cian betonowych,
» w formie przegréd wykonywanych metoda jednofazowa,
» w formie przegréd wykonywanych metoda dwufazows.

Uszczelniajacymi skltadnikami mineralnymi moga by¢: bentonit, substancje wia-
zace czy tez wypelniacze mineralne. Jako wypelniacze $cian odcinajacych stosowano
z powodzeniem mieszaniny mutu i szlamu z bentonitem wapiennym, cementem oraz
skfadnikami specjalnymi.

Na rysunku 2.1 przedstawiono przykltadowy schemat rowu opaskowego do sczer-
pywania lekkich zanieczyszczen.

Do kontroli ruchu plamy zanieczyszczen wykorzystywane sg bariery hydrauliczne
w postaci zespolu studni pionowych, drenéw lub rowdéw opaskowych. W tym przypadku
stosuje sie¢ pompowanie i oczyszczanie wody podziemnej, co znacznie podnosi skutecz-
nos$¢ oczyszczania. Barier hydraulicznych uzywa sie czesto w kombinacji z barierami
fizycznymi, co zwigksza efektywno$¢ dekontaminacji. Przykladem tego moga by¢ bariery
przedstawione na rysunku 2.2 [134].
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separator
woda/LNAPL

(folia HDPE)
kierunek przeptywu
wdd podziemnych

warstwa nieprzepuszczalna

Rys. 2.1. Schemat rowu opaskowego do sczerpywania lekkiej cieczy [218]

(A) . (B)
— ® s2 >
kierunek kierunek
przeplywu —p ® S3 przeplywu ——» O
wod wod
—p A e
L]

obnizenie
zwierciadta

‘wal nieprzepuszczalna

Oznaczenia: Z - zanieczyszczenie ®-studnia ekstrakcyjna o - studnia zattaczajaca

Rys. 2.2. Schemat bariery hydraulicznej: (A) bariera studni, (B) uktad z wykorzystaniem studni
ekstrakcyjnych i zattaczajacych [134]

Oznaczenia: Z - ognisko zanieczyszczenia, S1-S3 - numery studni, Q - wydatek pompowania/zatlaczania
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2.1.2. Dekontaminacja substancji ropopochodnych
w $rodowisku gruntowo-wodnym

2.1.2.1. Samooczyszczanie Srodowiska gruntowo-wodnego
zanieczyszczonego substancjami ropopochodnymi

Ostatnie tendencje $wiatowe wskazuja, Ze do najbardziej efektywnych dostepnych
technologii remediacji in situ Srodowiska gruntowo-wodnego nalezg rekomendowane
przez US EPA (United States Environmental Protection Agency) metody oparte na pro-
cesach samooczyszczania, ktdre moga by¢ realizowane jako kontrolowane samooczysz-
czenie, a w niezbednych przypadkach jako wspomagane samooczyszczenie [161].

Samooczyszczanie jest naturalnym procesem usuwania zwigzkéw organicz-
nych i nieorganicznych, polegajacym na kompleksowym wspoéldziataniu czynnikéow
o charakterze fizycznym, chemicznym i biologicznym. Najwazniejszg role w procesie
samooczyszczania $rodowiska gruntowo-wodnego zanieczyszczonego substancjami
ropopochodnymi odgrywa naturalna biodegradacja [64, 76, 95]. Polega ona na destrukcji
lub transformacji substancji ropopochodnych do form mniej szkodliwych przez mikro-
organizmy autochtoniczne. Konicowymi produktami biodegradacji sa: dwutlenek wegla,
woda, substancje nieorganiczne oraz biomasa, ktére nie sa toksyczne, a tym samym
nie stanowig zagrozenia dla srodowiska. Mikroorganizmy zasiedlajace skazony grunt
moga wykorzysta¢ do reprodukcji substancje ropopochodne jako gtéwne zrédto wegla
ienergii [118,119,129].

Biodegradacja moze zachodzi¢ zarowno w warunkach tlenowych (biodegradacja
aerobowa), jak i beztlenowych (biodegradacja anaerobowa), pod warunkiem obecnosci
akceptoréw i donorow elektrondw (rys. 2.3) [95,112, 117, 127].

Biodegradacja aerobowa polega na wykorzystaniu tlenu czgsteczkowego do utle-
niania cze$ci wegla organicznego do CO,, podczas gdy pozostala cze$¢ stuzy do budowy
nowej biomasy. Tlen, jako akceptor elektrondw, ulega redukcji wraz z wytworzeniem
wody. Biodegradacja anaerobowa ma miejsce wtedy, gdy zwigzki nieorganiczne sa
wykorzystywane jako akceptory elektronéw (respiracja anaerobowa), albo wowczas,
gdy substancje ropopochodne stuza zaréwno jako donory, jak i akceptory elektrondéw
(fermentacja). Efektem proceséw anaerobowych moze by¢ powstanie N,, H,, weglo-
wodorow, CH,, zredukowanych metali (respiracja anaerobowa) albo CH,4, CO, i H,O
(fermentacja) [118].

Szlaki i strategia transformacji substancji ropopochodnych zalezg od struktury
substancji, dostepnosci akceptora elektronéw i od mikroorganizmdw bioracych udziat
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w procesie biodegradacji [16]. W warunkach tlenowych, gdy akceptorem elektronow
jest tlen czasteczkowy, stosunkowo szybciej biodegradacji podlegajg zawarte w ropie
naftowej n-alkany. Produktami przemian sg alkohole i kwasy tluszczowe, wiaczane
nastepnie w szlaki metaboliczne mikroorganizmoéw, a koncowymi produktami sa CO,
i H,0 [16, 130, 148].

A

Zwiazki

ropopochodng\ Utlenianie e CO,+ H,0 + energia

Donor elektronow
np. toluen, fenol
— Oksygenazy

C0O,+ H;O + energa

Zwiazki WWA zawart

: i H Enzymy bakteryjne ——=— Formy epoksydowe
w ropie naftowej P

Akceptor elektronéw T H,0, Nj

0,, NO,, 80}, CO, H.S, CH,

Alkohole 1 kwasy
organiczne

Rys. 2.3. Schemat biodegradacji substancji ropopochodnych w warunkach tlenowych (A)
i beztlenowych (B) [95]
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W warunkach utrudnionego dostepu tlenu efektywno$¢ procesu biodegradacji
zalezy od mozliwosci wykorzystania innych akceptoréw elektronoéw, tj.: azotanow, siar-
czandw, zelaza i CO, [70]. Energie uzyskana przez mikroorganizmy utleniajace substancje
ropopochodne, w zaleznosci od dostepnego akceptora elektronéw, przedstawia schemat
zaprezentowany na wykresie 2.1.

kJImoI_ 125_A_ o
elektronow 02 -1 H20 bakterie tlenowe
NO;™ -1 N2 Dbakterie denitryfikacyjne
1004
NO;~ -1 N4~
75—+
50—
25+
S042——1 H,S bakterie siarkowe
0 CO, —+ CHs bakterie metanogenne

Wykres 2.1. Energia dostepna dla mikroorganizméw wykorzystujacych rozne akceptory

elektrondéw w procesie biodegradacji SR [127]

Mikroorganizmy najwigkszy zysk energetyczny uzyskuja w wyniku utleniania substancji
ropopochodnych, gdy akceptorem jest tlen czasteczkowy (okoto 120 kJ-mol™! elektronéw),
a najnizszy w warunkach beztlenowych, gdy akceptorem jest CO,. Brak tlenu powoduje,
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ze proces degradacji podejmuja bakterie beztlenowe korzystajace z dostgpnego akceptora
elektronéw dajacego najwyzszy zysk energetyczny, a po jego wyczerpaniu nastgpna grupa
mikroorganizméw prowadzi biodegradacje z udzialem kolejnego dostepnego akceptora
[8,137]. Dane literaturowe wskazuja, ze procesy anaerobowe sa na ogédt od 10 do 100 razy
wolniejsze od proceséw tlenowych [118, 129].

W przypadku gdy stosuje si¢ samooczyszczanie jako podstawe remediacji, wymagany
jest monitoring proceséw fizykochemicznych i biologicznych zachodzacych w srodowisku
gruntowo-wodnym. Istnieje bowiem ryzyko powstawania metabolitéw bardziej toksycznych
niz zanieczyszczenie wyjéciowe [148], co moze powodowac nie tylko spadek szybkosci
biodegradacji, ale i jej catkowite zahamowanie. Monitoring realizowany jest poprzez ciagla
i systematyczna kontrole zanieczyszczonego obszaru pod katem szybkosci biodegradacji
substancji ropopochodnych [49].

2.1.2.2. Samooczyszczanie wspomagane

Jak juz wczeéniej wspomniano w podrozdziale 2.1.2.1, biodegradacja samoistna
opiera si¢ na przyrodzonych zdolnosciach mikroorganizmoéw do rozkladu weglowodo-
réw ropopochodnych bez jakiejkolwiek stymulacji procesu, a jej efektywnos¢ zalezy od
aktywnoéci mikroorganizmoéw autochtonicznych. W celu przy$pieszenia biodegradacji
mozna zastosowaé wspomaganie samooczyszczania poprzez [12,38,162,167,211]:

« biostymulacje - wprowadzenie do srodowiska gruntowo-wodnego tlenu,
wody, substancji biogennych i powierzchniowo czynnych w celu zwigk-
szenia aktywno$ci mikroorganizmoéw autochtonicznych;

» bioaugmentacje — zaszczepienie (inokulacja) zanieczyszczonego srodo-
wiska gruntowo-wodnego mikroorganizmami charakteryzujacymi si¢
wysoka skuteczno$cig biodegradacji substancji ropopochodnych (auto-
chtonicznymi, allochtonicznymi lub zmodyfikowanymi genetycznie).

2.1.2.3. Biostymulacja

Biostymulacj¢ zanieczyszczonego gruntu mozna zastosowaé w przypadku, gdy szybkos¢
biodegradacji substancji ropopochodnych jest niewystarczajaca. Metody wspomagania
biodegradacji substancji ropopochodnych w srodowisku gruntowo-wodnym opierajq si¢
przede wszystkim na wprowadzeniu optymalnej dawki substancji biogennych oraz na
korekcie czynnikow $rodowiskowych, takich jak: temperatura, odczyn, zawarto$¢ wody
czy tlenu [23, 54, 165].

41



Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazonych TPH i WWA pod katem opracowania technologii ich bioremediacji

Wilgotnos¢ gruntu

Obecnos¢ wody w gruncie jest niezbedna dla aktywnosci mikrobiologicznej, a mi-
kroorganizmy nietworzace form przetrwalnikowych ging w srodowisku o bardzo niskiej
zawartos$ci wody. W procesie biodegradacji woda stuzy jako medium pozwalajgce na
ruch mikroorganizméw w gruncie, a takze na dyfuzje substratu i materialéw do wnetrza
komérek bakteryjnych oraz usunigcie z ich wnetrza produktéw metabolizmu. Zawartos¢
wody w gruncie moze by¢ wyrazona jako procent wagowy lub objeto$ciowy suchej masy
gruntu albo jako procent tzw. zdolnosci gruntu do zatrzymywania wody. Stopien wil-
gotnosci gleby jest zawartoscia w niej wody w stosunku do catkowitej objetosci wolnych
przestrzeni w glebie. Wilgotnos$¢ gruntu waha sie przecietnie od 15% do 85%.

Tlenowa degradacja substancji ropopochodnych w gruncie przebiega najskuteczniej,
gdy wilgotnos$¢ wynosi 50-70% catkowitej pojemnos$ci wodnej gruntu. Mniejsze wartosci
powoduja obnizenie aktywnosci mikroorganizmoéw, wigksze natomiast ograniczaja stopien
natlenienia gruntu [46]. Wrazliwo$¢ biodegradacji na zawarto$¢ wody w gruncie roénie
ze wzrostem temperatury - i odwrotnie.

Obecno$¢ wody w zanieczyszczonym substancjami ropopochodnymi $rodowi-
sku glebowym umozliwia — oprocz wzrostu jego aktywnosci biologicznej — desorpcje
substancji ropopochodnych poprzez ich wymywanie (wzrost biodostepnosci). Dlatego
czasami stosuje si¢ proces ptukania gruntu (ang. soil flushing), polegajacy na nawadnia-
niu zanieczyszczonego rejonu w celu wylugowania i ekstrakeji (desorpcji) substancji
ropopochodnych. Proces ten jest mozliwy i skuteczny w glebach lekkich, zanieczysz-
czonych substancjami organicznymi fatwo rozpuszczalnymi w wodzie. Wykorzystuje
sie zwykle infiltracje przez drenaz pod warstwg zanieczyszczong i czerpanie powyzej
warstwy zanieczyszczonej albo poziomy przeptyw wody przez warstwe zanieczyszczo-
na. Jako roztwory pluczace mozna stosowaé wode, roztwory kwasne i zasadowe lub
rozpuszczalniki. Przemywanie woda z dodatkiem $§rodkéw powierzchniowo-czynnych
moze dodatkowo stymulowa¢ desorpcje¢ i rozpuszczanie substancji ropopochodnych
w wodzie, wspomagajac nastepnie ich biodegradacje [44, 119].

Temperatura

Temperatura ma bezposredni wplyw na wzrost oraz metabolizm mikroorganizmdw;
zbyt wysoka lub zbyt niska moze doprowadzi¢ do zahamowania proceséw metabolicznych,
a nawet spowodowa¢ obumarcie populacji. Najkorzystniejsze warunki do zycia bakterii
spelnione sg w warunkach mezofilnych, tzn. w temperaturze 25-40°C. Jednak aktywno$¢
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metaboliczng niektdrych kultur bakterii obserwuje sie w przedziale temperatur od —12°C
do +100°C, a biodegradacje substancji ropopochodnych w zakresie od —1°C do +70°C.
Niska temperatura nie musi by¢ koniecznie $miertelna dla mikroorganizméw, ale kolejno
nastepujace zamarzanie i odmrazanie gruntu moze spowodowa¢ wyginiecie niektérych
gatunkéw. Temperatury zarowno znacznie wyzsze, jak i te nizsze od wystepujacych
w gruncie w warunkach naturalnych powodujg bardzo szybki spadek tempa wzrostu
mikroorganizmoéw i aktywnosci metabolicznej [118].

Napowietrzanie

Podczas biodegradacji aerobowej weglowodory ropopochodne sg donorami, tlen za$
jest akceptorem elektronéw. Poniewaz mikroorganizmy wykorzystujg tlen przekazywany
wodzie porowej z atmosfery, jego dostepno$¢ jest funkcja objetosci pordéw i porowatosci
powietrznej, ci$nienia czasteczkowego tlenu w powietrzu porowym, szybkosci transportu
tlenu z powietrza porowego do wody porowej, szybkosci zuzywania tlenu przez mikroor-
ganizmy, geometrii rozkladu tlenu w gruncie.

Transfer tlenu z powietrza do wody nie jest zbyt szybki nawet w warunkach idealnych,
a wzmozona aktywnos$¢ mikrobiologiczna moze w krétkim czasie doprowadzi¢ do jego
wyczerpania. Przyjmuje sie, ze dla zapewnienia biodegradacji aerobowej substancji ropo-
pochodnych stezenie tlenu w wodzie porowej powinno by¢ wyzsze niz 0,2 mg/dm? przy
minimalnej porowato$ci powietrznej wynoszacej 10%. Jako warto$¢ graniczng niezbedna
do zycia bakterii tlenowych przyjmuje si¢ jednak 0,05 mg/dm?* [118].

Powszechnie stosowane sposoby wprowadzania tlenu do zanieczyszczonego gruntu
to: bronowanie (spulchnianie gruntu przez mechaniczna uprawe), natlenianie i wyko-
rzystywanie metod chemicznych [23]. Bronowanie jest rekomendowane jako metoda
wspomagania biodegradacji w obrdobce agrotechnicznej (ang. landfarming), jednak moze
by¢ ono stosowane jedynie w przypadku powierzchniowych warstw zanieczyszczonego
gruntu. Natlenianie (wentylacja) moze by¢ realizowane poprzez iniekcje, czyli zattaczanie
nosnika tlenu (napowietrzonej wody lub powietrza) przez uktad przewodoéw i drendéw
(tzw. studnie iniekcyjne). Jest to metoda znajdujgca zastosowanie w przypadku zanieczysz-
czenia glebszych warstw gruntu i wody podziemnej. Metody chemiczne, w tym chemiczne
utlenianie, obejmujg dostarczanie do zanieczyszczonego gruntu alternatywnych zrédet
tlenu — substancji wolno oddajacych tlen (np. CaO) lub silnych utleniaczy (np. KMnOy).
Mozna réwniez stosowaé nadtlenek wodoru lub ozon, jednakze praktyczne wykorzystanie
tych zwigzkow jest ograniczone z uwagi na mozliwo$¢ toksycznego oddziatywania na
mikroorganizmy [99, 107, 118, 183].
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Biowentylacja

Biowentylacja (bioaeracja) polega na uzyciu powietrza w celu usuniecia z gruntu
lotnych frakeji weglowodoréw oraz przyspieszenia naturalnych proceséw biologicznego
rozkladu frakeji ciezkich i pozostalych frakeji lotnych. Jest to ekonomiczna metoda in
situ, niewymagajaca ani skomplikowanego wyposazenia, ani doktadnego okonturowania
zanieczyszczen. Ograniczenia szerszego stosowania biowentylacji zwiazane sg z:

o zbyt niskg przepuszczalnoséciag osrodka porowatego dla wody i powietrza;

 trudng dostepnoscig zanieczyszczen dla mikroorganizméw, zwlaszcza
w konicowej fazie procesu;

o niepelng biodegradacja zanieczyszczen, tworzeniem si¢ toksycznych,
nieulegajacych biodegradacji metabolitow;

+ efektywnym monitoringiem i modelowaniem procesu, zwlaszcza
aktywnosci biologicznej;

« mozliwoscig rozprzestrzeniania si¢ zanieczyszczen przy niedostatecznej
izolacji;

o dlugim czasem remediacji (1-4 lata).

W pordéwnaniu z innymi metodami remediacji biowentylacja jest korzystna pod
wzgledem wplywu na srodowisko, zuzycia energii, kosztow, a mniej optacalna z uwagi na
ograniczenia stosowania: stezenia rezydualne, czas remediacji oraz mozliwo$¢ kontroli
procesu.

Parametry fizykochemiczne zanieczyszczen wplywajace na biowentylacje to m.in.:
ciezar czgsteczkowy, rozpuszczalnosé w wodzie, stata Henry’ego, preznos$¢ par, gestosé
i lepko$¢, stata podzialu charakteryzujaca zdolno$¢ adsorpcyjna i desorpcyjna oraz
wspoétczynnik dyfuzji [118].

Biowentylacja jest czesto stosowana w przypadku zanieczyszczen lotnych i pollot-
nych podlegajacych biodegradacji aerobowej, a jej gléwnym parametrem jest stosunek
biodegradacji do parowania. Weglowodory o preznoéci par <1 mm Hg nie podlegaja od-
parowaniu, za$ te o preznosci >760 mm Hg paruja zbyt szybko, aby mogly ulec biodegra-
dacji. Weglowodory o preznosci par pomiedzy 1 a 760 mm Hg moga zatem by¢ usuwane
w procesach biowentylacji. Ich rozklad ilo$ciowy zalezy od charakterystyki zanieczyszczen
oraz lokalnych warunkéw hydrogeologicznych. Wiekszos¢ weglowodoréw stanowia na
ogot frakeje lotne, zaadsorbowane lub wystepujace jako wolny produkt, a ich ruchliwo$é
jest zalezna od zdolno$ci faz do przemieszczania oraz zdolnoéci przemian fazowych.
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Chemiczne utlenianie

Chemiczne utlenianie stanowi alternatywna metode wspomagania biodegradacji
w $rodowisku gruntowo-wodnym zanieczyszczonym substancjami ropopochodnymi. Sta-
nowi kombinacje ptukania gruntu z chemicznym utlenianiem zanieczyszczen w warunkach
on site. Polega na zatlaczaniu utleniaczy chemicznych (nadmanganianu potasu, nadtlenku
wodoru lub ozonu) do strefy aeracji i/lub warstwy wodonosénej. W trakcie chemicznego
utleniania substancje ropopochodne ulegaja przeksztalceniu w formy bardziej podatne na
biodegradacje, a tym samym wzrasta ich biodostepno$¢ dla mikroorganizmoéw. Efektywnos¢
procesu zalezy od chemizmu zanieczyszczen oraz od rodzaju zastosowanego utleniacza.
Sterowanie procesem polega na doborze odpowiedniego utleniacza, pH i temperatury
reakcji. Potencjalne problemy wykorzystania utleniania chemicznego moga by¢ zwigzane
z toksyczno$cig utleniaczy [119, 217].

Odczyn

Optymalny wzrost bakterii wystepuje, gdy warto$¢ pH utrzymuje si¢ w zakresie 6,5-8,0,
cho¢ dopuszczalny jest zakres od 5,5 do 8,5. Wiekszoé¢ grzybow natomiast rozwija sie
lepiej w srodowisku kwasnym. Proces biodegradacji przebiega najszybciej i najskuteczniej
w warunkach lekko alkalicznych przy pH 7,5-7,8. W czasie biodegradacji pH moze nieraz
znacznie si¢ zmienia¢ zaleznie od charakteru metabolizmu i fizjologii drobnoustrojow, a takze
od stopnia zbuforowania $rodowiska [181].

Wprowadzanie substancji biogennych i surfaktantow

Bioremediacja zanieczyszczen ropopochodnych moze by¢ stymulowana poprzez
dostarczanie do zanieczyszczonego $rodowiska substancji biogennych, bedacych sktad-
nikami pokarmowymi dla mikroorganizmow zawartych w glebie. Niedobdr substancji
odzywczych dla mikroorganizméw glebowych stanowi czynnik ograniczajacy ich meta-
bolizm. Zatem wzbogacenie o nie gleby powoduje przyspieszenie biodegradacji substancji
ropopochodnych zawartych w glebie.

Substancje biogenne (zwiazki azotu, fosforu, potasu itp.) moga by¢ dozowane do
gleb jako:

o rozpuszczalne w wodzie mineraty: KNOs, NaNOs, NH4(PO,);, NH,NO;,
KoHPO4, MgNH, POy
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o nawozy oleofilowe, dostarczane do zanieczyszczonego
$rodowiska w postaci granulek pokrytych substancja
hydrofobowa (parafina, olej roélinny), co pozwala na
bezposrednie przeniesienie substancji biogennych
na granice faz weglowodory-woda;

» nawozy nieorganiczne z powolnym uwalnianiem azotu i fosforu,
ktére umozliwiajg cigglte dozowanie substancji biogennych.
Zazwyczaj wystepuja w formie tabletkowej, a szybko$¢
uwalniania substancji biogennych jest zalezna od powierzchni
tabletki. Na uwage zasluguja nawozy, w ktérych substancje
biogenne s3 uwalniane przez btone na zasadzie osmozy
[151,177,199,203].

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze zastosowanie optymalnej dawki substancji
biogennych (N:P) w zakresie 5:1-10:1, w postaci nawozéw zawierajacych rozpuszczalne
w wodzie mineraly, umozliwia znaczne obnizenie zawarto$ci weglowodoréw ropopo-
chodnych, w granicach 62-73%, ale nie pozwala na osiagniecie zadowalajacego poziomu
zanieczyszczen (TPH). W celu dalszego obniZzenia zawartosci zanieczyszczen ropopochod-
nych wskazane jest wzbogacenie populacji mikroorganizméw zdolnych do degradacji
weglowodordw poprzez inokulacje gruntu biopreparatami [12, 113, 169].

Badania procesu bioremediacji zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi
gruntéw metoda ex situ (w pryzmach) prowadzone przez Chaineau umozliwily obnizenie
zawarto$ci TPH o 85-89% z wyjsciowego poziomu 18 000 mg/kg, przy dawce substancji bio-
gennych N:P=10:1 i wzroécie liczebno$ci mikroorganizméw degradujacych weglowodory
ropopochodne z 9,5 x 10° do 1,7 x 107jtk/g s.m. [31].

Wyniki badan prowadzonych pod katem zastosowania nawozoéw oleofilowych
(EAP Inipol-22) i nawozéw z powolnym uwalnianiem N i P (Osmocote SRIF) do biore-
mediacji zanieczyszczen ropopochodnych zawartych w piasku z plazy przyniosty bardzo
pozytywne efekty, gdyz uzyskano obnizenie w granicach: TPH (52-63%), n-Cyo—n-Css (78-85%),
WWA (38-49%) [217].

Roling w swoich badaniach nad biodegradacja zanieczyszczen ropopochodnych
w procesie bioremediacji stymulowanej dodatkiem nawozu Osmocote, wykorzystujac
technike molekularng (PCR-DGGE), oszacowal zmiany w bakteryjnej populacji podczas
drastycznego zmniejszania réznorodnosci bakteryjnej poprzez wypieranie gatunkow
stabszych gatunkami dominujacymi. Stymulowat réwniez wzrost bakterii degradujg-
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cych weglowodory ropopochodne poprzez zwigkszenie dostepnosci do azotu i fosforu
[149, 150].

Istotnym czynnikiem mogacym ograniczy¢ biodegradacje samoistng moze by¢
hydrofobowa natura wigkszo$ci zanieczyszczen. Proces pobierania substratu przez ko-
morke bakteryjna zachodzi przez blone komdrkows, zatem dodatek surfaktantu moze
utatwi¢ biodegradacje, wytwarzajac emulsje i pozwalajac na zwiekszenie powierzchni
miedzyfazowej faza wodna-substrat, co powoduje wzrost biodostepnosci i zwigksza tempo
biodegradacji [4, 74].

Zadowalajace efekty emulgacji mozna uzyskad poprzez:

o wprowadzenie syntetycznego emulgatora (np. Arkopal N-060, Arkopal
N-100, Hosaf-541-KS, Tween-80) — wzrost biodegradacji TPH o 35-46%
w stosunku do prébki kontrolnej [7, 98, 219];

« wprowadzenie biosurfaktantéw wytworzonych przez mikroorganizmy,
ktére ze wzgledu na budowe chemiczna dzielg si¢ na: glikolipidy, liposa-
charydy, lipopeptydy, fosfolipidy, kwasy ttuszczowe [140].

Z analizy doniesien literaturowych w zakresie biodegradacji i bioremediacji wynika,
ze nawozenie zanieczyszczonego gruntu (TPH i WWA) nawozami bogatymi w skfadniki
odzywecze, np. Osmocote o skladzie 7,5% N-NO;, 10,5% N-NH,, 11% P,Os, 10% KO,
umozliwilo osiagniecie zawartosci C:N:P na poziomie 100:10:1. Badano rézne kombinacje
nawozéw mineralnych o zblizonym skladzie przy jednoczesnej korekcie pH na pozio-
mie 7,6. Spowodowalo to uaktywnienie naturalnej flory bakteryjnej i obnizenie zawartosci
zanieczyszczen ropopochodnych TPH (w tym n-Cj,—n-Cs,) w granicach 68-79% w okresie
100 dni. Odpowiednia kombinacja nawozéw umozliwia réwniez obnizenie zawartosci
WWA (2-4-pierscieniowych) o 40-58% [203, 204, 205, 206].

W wyniku prowadzonych monitorowanych badan procesu biodegradacji TPH
w glebie o zawartosci 18 000 mg/kg zanieczyszczenl ropopochodnych metoda ex situ
(w pryzmie) przy odpowiednim nawozeniu (N-NO; - 2,23 mg/kg, N-NH, - 1,12 mg/kg,
K-K;O - 0,2 mg/kg, P-P,0Os - 0,02 mg/kg) uzyskano obnizenie zawartosci zanieczyszczen
ropopochodnych (TPH) w okresie 480 dni do poziomu 38-524 mg/kg [31].

Realizowane przez wielu autoréw badania potwierdzily wystepowanie probleméw zwiaza-
nych z trudnym i skomplikowanym procesem bioremediacji zanieczyszczen ropopochodnych
dotyczacych: kolejnosci biodegradacji poszczegdlnych weglowodordw, wpltywu biodostepnosci
weglowodoréw na uzyskany efekt oczyszczenia gruntu, toksycznosci weglowodoréw ropopo-
chodnych na przebieg procesu biodegradacji [31, 35, 145, 192].
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W osiagnieciach biotechnologii obiecujace wydaje sie zwlaszcza wlaczenie procesow
biologicznego oczyszczania w celu przyspieszenia rozktadu WWA przy uzyciu wyselekcjo-
nowanych mikroorganizméw. Do szczegolnie aktywnych kultur bakteryjnych zdolnych do
biodegradacji WWA nalezg mikroorganizmy z grupy Pseudomonas sp., Sphingomonas sp.,
Nocardioides sp., Mycobacterium sp., Rhodococcus sp. [59, 69, 168, 170].

Biodegradacje zanieczyszczonego gruntu gazowni klasycznej (Bovisa Gasometro, pow.
440 m? - Wlochy), ktéra wylaczono z eksploatacji po 1960 roku, o wysokiej zawartosci
WWA, prowadzono z wykorzystaniem autochtonicznej flory bakteryjnej [156]. W celu
uzyskania wyzszej efektywnosci oczyszczenia gruntu metodg ex situ — proces prowadzono
w fazie pdlptynnej w reaktorach szlamowych, dzieki czemu kontakt pomiedzy mikroor-
ganizmami, zanieczyszczeniami (TPH, WWA), nutrientami i tlenem byl tatwiejszy, a ich
ciggle mieszanie przyspieszylo ujednolicenie ziaren w szlamie, zwiekszajac biodostepnos¢
WWA w wyniku rozbijania agregatow glebowych [33, 37, 128, 156].

Po stworzeniu optymalnych warunkéw (C:N:P = 100:10:1, t = 22°C, pH = 7,6)
przeprowadzono bioaugmentacje¢ biopreparatem na bazie mikroorganizméw autochto-
nicznych ptynnego szlamu w reaktorze i uzyskano obnizenie WWA do poziomu 40-45%
w okresie 24 dni.

W celu zwigkszenia efektywno$ci biodegradacji WWA, a szczeg6lnie WWA o wyzszej
liczbie pierscieni (5-6), najbardziej kancerogennych, sporzadzono biopreparat na bazie
mikroorganizmdéw autochtonicznych, ktéry wzbogacono o grzyby rodzaju Pleurotus
ostreatus i Dichomitus squalens. Prowadzone badania z udzialem powyzszych grzybow
wykazaly, ze posiadajg one zdolno$¢ wytwarzania enzymow ligninolinowych, odpowie-
dzialnych za biodegradacje WWA w glebie [3, 190, 196].

Wzbogacenie mikroorganizméw autochtonicznych o grzyby rodzaju Pleurotus
ostreatus powoduje zwiekszenie efektywnosci biodegradacji pigciopier§cieniowych
WWA (benzo(a)piren (BaP), benzo(a)antracen (BaA) i dibenzo(a,h)antracen (DaA))
w poréwnaniu z dzialaniem biopreparatu opartego tylko na bazie mikroorganizmow
autochtonicznych [196].

Podobne badania biodegradacji WWA w glebie pochodzacej z terenu gazowni
prowadzil Sasek ze wspdtpracownikami, stosujac do bioaugmentacji biopreparat zawie-
rajacy kultury bakteryjne Pseudomonas putida wzbogacony o grzyby rodzaju Pleurotus
ostreatus i Irpex lacteus. Uzyskal on obnizenie zawarto$ci poszczegdlnych WWA o 66%
w okresie 10 tygodni, szczegélnie widoczne dla WWA o wyzszej liczbie pierscieni
(5-pierscieniowych). Natomiast zawarto$¢ benzo(a)pirenu (BaP) obnizyta si¢ o 15%
wiecej w pordwnaniu do procesu, w ktérym zastosowano biopreparat oparty tylko na
kulturach bakteryjnych [157].
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Zastosowanie w procesach biodegradacji WWA (w zestarzatych glebach) biosurfak-
tantow — niejonowych $rodkdéw powierzchniowo czynnych SPCz: Arkopal N-060, Arkopal
N-080, Hosaf-541 oraz Tween-80 — ma na celu desorpcje weglowodoréw zaadsorbowa-
nych na czasteczkach materialéw stalych do fazy wodnej, dzigki czemu zwigksza sie¢ ich
biodostepnos¢ dla mikroorganizmdw i grzybéw zdolnych do biodegradacji [7, 62].

Prowadzone badania biodegradacji WWA w glebie z wykorzystaniem niejonowego
$rodka powierzchniowo czynnego Tween-80, ktéry wzbogacono o grzyby rodzaju Phane-
rochaete chrysosporium, przyniosty zadowalajace wyniki. W okresie 26 dni biodegradacji
WWA w glebie (proces prowadzono w reaktorze w fazie wodnej przy stosunku gleba:woda
1:10, wzbogaconej o 5 g/dm? srodka Tween-80 i wyzej wymienione grzyby o koncentracji
2 x 107 jkt/cm?® w temp. 37°C) osiagnieto obnizenie zawartosci WWA o 86%, w tym: pirenu
(Pir) 0 76%, chryzenu (CH) o 78%, benzo(a)pirenu (BaP) o 90%, dibenzo(a,h)antracenu
(DaA) 0 87% i benzo(g,h,i)perylenu (BghiP) o 94%. Na szczegdlng uwage zastuguje wysoki
stopien biodegradacji zawarto$ci 5-6-pierscieniowych WWA [215]. Na podstawie danych
literaturowych w tabeli 2.1 zestawiono optymalny poziom czynnikéw warunkujacych
proces biodegradacji substancji ropopochodnych.

Tabela 2.1. Czynniki warunkujace biodegradacje substancji ropopochodnych
w §rodowisku gruntowo-wodnym [72, 190, 192]

Czynniki fizyczne i chemiczne Poziom optymalny

Podatne na rozktad biologiczny sa alkany, natomiast weglowodory

Budowa chemiczna zwiazku podlegajacego aromatyczne i alicykliczne trudno sie rozktadaja — polichlorobifenyle,
biodegradacji polichlorowane dibenzodioksyny, dibenzofurany ulegaja

biodegradacji tylko w niewielkim stopniu

Zalezy od rodzaju zwigzku — smary i oleje obecne w gruncie lub

Stezenie zwiazku wodzie w stezeniu powyzej 10% dziatajq toksycznie

Temperatura 15-45°C

Wigksze od 0,2 mg/dm? tlenu rozpuszczonego w wodzie oraz

Natlenienie e A
minimalna porowatos¢ powietrzna 10%

pH 6,5-8,0
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Czynniki fizyczne i chemiczne

Poziom optymalny

Pierwiastki biogenne

C:N:P=100:10:1

Wilgotno$¢

60—80% catkowitej pojemnosci wodnej gruntu

Zawartos¢ substancji organicznej

Jak najnizsza

Obecno$¢ zwiazkéw toksycznych

Czynniki biologiczne

Niepozadana jest obecnos¢ metali ciezkich, pestycydéw i innych
zwigzkéw toksycznych w duzych stezeniach

Poziom optymalny

Sktad jakosciowy i ilosciowy mikroflory glebowej

Dtugie zaleganie substancji ropopochodnych w gruncie powoduje
selekcje mikroflory i umozliwia rozwéj jedynie gatunkéw opornych
na ich toksyczne oddziatywanie oraz zdolnych do rozktadu
weglowodoréw

Stopien adaptacji do wykorzystywania
weglowodoréw

Stopniowe zwiekszanie stezenia weglowodoréw, z jakimi kontaktuje
sie mikroflora, umozliwia jej adaptacje

Obecnos¢ mikroorganizméw zdolnych do
aktywnego rozktadu substancji ropopochodnych

Metodami inzynierii genetycznej mozna uzyskac mikroorganizmy
zdolne do rozktadu zwiazkéw nalezacych do trudno
biodegradowalnych

2.1.2.4. Bioaugmentacja

Bioaugmentacja, polegajaca na zwiekszeniu populacji mikroorganizméw w $rodo-

wisku gruntowo-wodnym zanieczyszczonym substancjami ropopochodnymi, jest sto-

sunkowo najtafiszym sposobem wspomagania samoistnej biodegradacji. Wedle doniesien

literaturowych wiele proceséw remediacji uwzglednia wykorzystanie kultur obecnych

w danym $rodowisku (mikroorganizmoéw autochtonicznych), ktére po wyizolowaniu,

wyselekcjonowaniu i namnozeniu stuza do opracowania biopreparatu na bazie niepato-
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gennych mikroorganizméw zdolnych do rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych [109,
153, 167, 181].

Efektywno$¢ procesu bioaugmentacji zalezy od biodostepnosci zanieczyszczenia,
aktywnosci wprowadzanych mikroorganizméw oraz fizykochemicznych parametréw
zanieczyszczonego gruntu [175, 176].

Mikroorganizmy zdolne do degradacji substancji ropopochodnych

Za przebieg procesu biodegradacji substancji ropopochodnych wystepujacych
w gruncie odpowiadaja glownie bakterie oraz grzyby. Spoéréd mikrobiologicznej populacji
autochtonicznej, liczacej w strefie aeracji przecietnie 10’-10° komoérek w gramie gruntu,
ok. 10°-10° wykazuje cechy umozliwiajace biodegradacje, a w sprzyjajacych warunkach
calkowita mineralizacje¢ wiekszoéci substancji ropopochodnych. Przewodnig role odgry-
waja bakterie nalezace do rodzaju: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium sp., Nocardia, Pseudomonas, Corynebacterium,
Brevibacterium, Chromobacterium, Flavobacterium, Micrococcus oraz Rhodococcus. Wéréd
grzybéw degradujacych substancje ropopochodne w $rodowisku wodnym nalezy wymie-
ni¢: Aureobasidium, Candida, Rhodotorula i Sporobolomyces, a w $rodowisku gruntowym
Trichoderma i Mortierella. W $rodowisku wodnym bakterie s3 dominujagcym elementem
populacji drobnoustrojéw bioracych udzial w procesie rozktadu substancji ropopochod-
nych. Grzyby natomiast odgrywaja nieco mniejsza role. W gruncie zaréwno bakterie, jak
i grzyby wystepuja licznie i biorg aktywny udzial w biodegradacji substancji ropopochod-
nych. Znanych jest ponad 30 klas i ponad 100 gatunkéw mikroorganizmdw posiadajgcych
zdolnos¢ biodegradacji weglowodoréw [119, 181].

W tabeli 2.2 przedstawiono liste najczeéciej opisywanych w literaturze mikroorga-
nizméw zdolnych do rozktadu weglowodoréw ropopochodnych (alifatycznych i aroma-
tycznych) [111, 165, 188].

Bakterie, ktére rozwijaja si¢ w warunkach wysokiego stezenia zanieczyszczen, potrafia
przeksztalcac si¢ w inne formy, takie jak artrobakterie i mikrobakterie, ktore rozktadajac
hydrofobowe substancje, powoduja obnizenie ich stezenia do wielkosci nietoksycznych
dla innych mikroorganizmoéw.

Na przebieg procesu biodegradacji substancji ropopochodnych ma takze wplyw
wielko$¢ oraz rozklad przestrzenny populacji mikroorganizméw. Mikroorganizmy zdolne
do rozkladu substancji ropopochodnych skupiajg si¢ w wiekszych ilosciach w miejscach
skazenia. W korzystnych warunkach mogag one funkcjonowaé nawet na gltebokosci
200-300 m pod powierzchnig terenu.
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Tabela 2.2. Zestawienie bakterii i grzybéw rozkladajacych poszczegolne grupy
weglowodoréw ropopochodnych - na podstawie doniesien literaturowych

Rodzaj skazenia

Bakterie (rodzaj/gatunek)

Alkany (—Cq

Mycobacterium sp., Pseudonocardia sp. [97], Pseudomonas butanovora [101],
Desulfosarcina sp. [75]

TPH (alkany Cio—Cye), oleje,
asfalteny

Nocardioides albus, Collimonas sp., Rhodococcus coprophilus [68], Mycobacterium sp.
[36], Pseudomonas aeruginosa 1, 5, 85, 214, Rhodococcus sp. [195], Pseudomonas
stutzeri [104], Pseudomonas spp. Alphaproteobacteria i Betaproteobacteria [141],
Flavobacterium i Pseudomonas [83], Acinetobacter baumannii [123], Alcanivorax
borkumensis, Pseudomonas stutzeri [149], Pseudomonas citronellolis [18], Alcanivorax
borkumensis [152], Mycobacterium frederiksbergense IN53 (Actinobacteria, K-strategia)
i Acinetobacter sp. IN47 (Gammaproteobacteria, R-strategia) [24], Ochrobactrum sp.,
Stenotrophomonas maltophilia, P. aeruginosa [187]

Weglowodory monoaroma-
tyczne (BTEX)
Fenol

Pseudomonas putida F1[146], Rhodococcus sp. szczep DK17 [34, 45, 89], Pseudomonas
putida [102, 122], Archaeoglobus fulgidus [198], Bacillus cereus, Achromobacter
insolitus [77], Sphingobacterium sp., Stenotrophomonas acidaminiphila, Bacillus

megaterium, Bacillus cibi, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus [28]

Wielopierscieniowe weglowo-
dory aromatyczne (WWA)

Pseudomonas putida, Oscillatoria sp., Mycobacterium sp., Agmenellum
quadruplicatum PR-6 [27], Pseudomonas putida NICIB 9816 [209], Sphingomonas
yanoikuyae B1[220], Rhodococcus sp., Nocardia, Mycobacterium sp., Gordona sputi
(81, 82], Nocardioides sp. szczep KP7 [154], Sphingomonas sp. [159], Mycobacterium sp.
szczep KR20 [147], Mycobacterium sp. szczep PYR-1[124), Pseudomonas putida strain G7,
Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium sp., Sphingomonas sp. szczep R1[184, 186],
grupa a-Proteobacteria (Sphingomonas i Azospirillum), grupa y-Proteobacteria
(Xanthomonas), grupa Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (Bacteroidetes) [191],
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1[91, 92, 103], Burkholderia sp. szczep RP007,
Rhodococcus, Mycobacteria, Terrabacter, Nocardioide [29, 801, Bacillus thuringiensis FQ1,
Pleurotus cornucopiae [79], Micrococcus sp. PHE9, Mycobacterium sp. NJS-P [212],
Pseudomonas sp. [58], Pseudomonas stutzeri GQ-4 szczep KF453954,
Pseudomonas SZ-2 szczep KF453956, Bacillus SQe2 szczep KF453961 [200],
Stenotrophomonas maltophilia [32], Stenotrophomonas sp. [182], konsorcjum bakterii:
Achromobacter sp. BAB239, Pseudomonas sp. DV-AL2, Enterobacter sp. BAB240,
Pseudomonas sp. BAB241 [133], Alcaligenes faecalis, Brevundimonas sp. [202],
Mycobacterium sp., Pseudomonas sp. [22], Streptomyces sp. [11], Staphylococcus warneri
i Bacillus pumilus [126], Pseudomonas aeruginosa szczep RS1 [58], Mycobacterium sp.
i Sphingomonas sp. [216], Fusarium solani [201]
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Podatnos¢ substancji ropopochodnych na rozklad mikrobiologiczny zalezy gléwnie
od ich budowy chemicznej. Weglowodory alifatyczne sg zwykle fatwiej degradowane niz
aromatyczne, dlugotanicuchowe parafiny tatwiej niz krétkotancuchowe, zwiazki nasycone
fatwiej niz nienasycone, a nierozgalezione szybciej od rozgalezionych. Cykloalkany, we-
glowodory wielopier$cieniowe, zwigzki o strukturach nafteno-aromatycznych, asfalteny
i inne ciezkie frakcje sg slabo biodegradowalne [55, 106].

Substancje organiczne mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich podatno$¢ na biodegra-
dacje, dla danego typu mikroorganizmdw, na grupy:

o uzyteczne natychmiast jako Zrédto wegla lub energii;
« uzyteczne po okresie aklimatyzacji;
o stabo lub niepodatne na biodegradacje (ksenobiotyki).

Weglowodory ropopochodne sa podatne na biodegradacje w stopniu zaleznym od
ich wlasciwosci fizycznych i chemicznych, np. budowy i ciezaru czgsteczkowego, roz-
puszczalnoséci w wodzie, preznosci par, powinowactwa wzgledem gleby, statej podziatu
oktanol-woda. Podczas jednoczesnego rozkladu réznych rodzajéow weglowodorow
kazdy z nich moze wplywaé na szybko$¢ biodegradacji pozostatych (efekt synergiczny).
Obecnos¢ substancji toksycznych moze obniza¢ tempo biodegradacji lub efektywnie
wplywac na aktywno$¢ populacji mikroorganizmoéw [178].

Kolejnym waznym parametrem decydujacym o przebiegu i powodzeniu proceséw
biologicznego oczyszczania wdd i gruntdw jest biodostepno$¢ substratu bedacego zro-
dlem wegla dla mikroorganizmow.

Substancje ropopochodne, ktore przedostaly si¢ do gruntu, czesto sg trudno do-
stepne dla mikroorganizméw. Biodostepnos¢ ograniczona jest niska rozpuszczalno$cia
substancji ropopochodnych w wodzie oraz tendencja do wigzania si¢ ich z materia
organiczna gleby. Sorpcja w glebie lub parowanie substancji ropopochodnych redukuja
poziom ich stezenia w $rodowisku gruntowo-wodnym i szybko$¢ biodegradacji. Przy
niskich stezeniach substancji ropopochodnych w §rodowisku gruntowo-wodnym moze
nawet doj$¢ do obumarcia populacji, czego nastepstwem jest zatrzymanie sie procesu
biodegradacji. Nadmiar substancji ropopochodnych w wodzie moze by¢ z kolei tok-
syczny dla mikroorganizméw i moze doprowadzi¢ do zahamowania biodegradacji.
W tym przypadku sorpcja, obnizajac stezenie substancji ropopochodnych, wspomaga
ich biodegradacje [117].

Obecnie coraz czgéciej prowadzi si¢ badania nad przyspieszeniem biodegradacji
weglowodoréw ropopochodnych na drodze proceséw biotechnologicznych przy wyko-
rzystaniu efektywnych kultur bakteryjnych uprzednio wyizolowanych z silnie skazonych
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$rodowisk. Z uwagi na stosunkowo niskie koszty oraz wysoka skuteczno$¢ metody
biologiczne znajdujg praktyczne zastosowanie na skale techniczng [50, 156, 174].

W literaturze przedstawiono szereg badan proceséw biodegradacyjnych BTEX
i WWA z wykorzystaniem grzybow. Prenafeta-Boldu i jego wspotpracownicy [142, 143]
prowadzili badania nad wykorzystaniem grzyba Cladophialophoria sp. do mineralizacji
weglowodoréw monoaromatycznych (BTEX), ktére wykazaty, ze rozklad taki przebiega
z wyzszg dynamika dla toluenu, etylobenzenu i m-ksylenu niz dla benzenu. Dopiero
wprowadzenie bakterii rodzaju Rhodococcus sp. znacznie przyspieszylo przebieg procesu
mineralizacji benzenu. Metaboliczne profile i inhibitory wzajemnego wspdétdziatania
natury wskazuja, ze toluen, etylobenzen, m-ksylen zostaly zdegradowane w bocznym
faricuchu przez ten sam enzym monooksygenazy.

Biodegradacja WWA znacznie efektywniej przebiega po wzbogaceniu bioprepa-
ratu zawierajacego bakterie Pseudomonas putida o grzyby Pleurotus ostreatus i Irpex
lacteus. Szczegblnie widoczne jest zwiekszenie biodegradacji dla 5-6-pier$cieniowych
weglowodoréw aromatycznych, w przypadku ktérych zaobserwowano wzrost obnizenia
ich zawartos$ci 0 16-19% [63, 120, 157].

Prowadzone byly takze badania procesu biodegradacji WWA biopreparatami
sporzadzonymi na bazie mikroorganizmoéw autochtonicznych wzbogaconych o grzyby
rodzajow Dichomitus squalens i Pleurotus ostreatus. Osiagnieto zadowalajace efekty
mineralizacji WWA, szczegélnie widoczne dla 5- i 6-pierscieniowych WWA, stosujac
biopreparat na bazie mikroorganizmoéw autochtonicznych i powyzszych grzybow
[166, 196].

Do znanych grzybow posiadajacych zdolnosci biodegradacji zwiazkéw aro-
matycznych (BTEX, WWA) nalezy zaliczy¢ Phanerochaete chrysosporium [208, 215].
Wspoldziatanie pomiedzy grzybami a bakteriami jest korzystne dla przebiegu procesu
mineralizacji weglowodoréw ropopochodnych. Wymienione grzyby posiadaja meta-
boliczng pojemnos¢ biodegradacji BTEX i WWA, podobng w wielu aspektach do bak-
terii. Z tego wzgledu grzyby nie powinny zosta¢ zignorowane w rozwoju skutecznych
strategii bioremediacji.

Potaczenie technik molekularnych w badaniach srodowiskowych z technikami
tradycyjnymi (metody hodowlane i mikroskopowe) pozwala nie tylko na zebranie
informacji na temat réznorodnosci populacji mikroorganizmow, ich sktadu oraz na
identyfikacje dominujacych zespoléw mikroorganizmdw, ale réwniez na uchwycenie
zmian w ich skltadzie ilo§ciowym i jako$ciowym podczas biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych w réznych elementach srodowiska [135].
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Metody identyfikacji oparte na badaniu homologii kwaséw nukleinowych naleza
do najnowocze$niejszych i staja si¢ coraz bardziej powszechne. Sekwencja nukleotydéw
w tanicuchu kwasu nukleinowego jest charakterystyczna dla danego gatunku organizmu,
okreslenie stopnia podobienstwa fragmentu DNA lub RNA badanego mikroorganizmu
w odniesieniu do wzorca wiadomego pochodzenia umozliwia identyfikacje [110].

W analizie homologii DNA stosuje si¢ technike PCR (ang. Polymerase Chain Re-
action), polegajaca na enzymatycznej amplifikacji (zwielokrotnieniu) in vitro sekwencji
nukleotydéw specyficznej dla danego organizmu. Lanicuchowa reakcja polimerazy moze
by¢ stosowana do zwigkszenia ilo$ci DNA identyfikowanego mikroorganizmu w kon-
kurencyjnie krotkim czasie w stosunku do metod namnazania biomasy drobnoustrojéw.
Wyizolowany DNA identyfikowanego mikroorganizmu poddaje si¢ dzialaniu enzymow
restrykcyjnych, a nastepnie dokonuje sie amplifikacji wybranej sekwencji za pomoca
syntetycznych nukleotydéw (primerdéw — starteréw reakcji). Wielokrotne powtarzanie
procesu pozwala na otrzymanie wielu kopii DNA komplementarnych do fragmentu wy-
selekcjonowanego za pomoca primera i na identyfikacje gatunku drobnoustroju.

Do nowoczesnych technik biologii molekularnej naleza: elektroforeza kwaséw
nukleinowych w zelu poliakrylamidowym w gradiencie denaturujgcym (DGGE) lub
gradiencie temperatury (TTGE), analiza polimorfizmu konformacyjnego DNA jedno-
niciowego (SSCP), analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (T-RELP),
analiza sekwencji fragmentu DNA zlokalizowanego pomiedzy bakteryjnymi genami
16S rRNA i 23S rRNA (ARISA), analiza restrykcyjna r-DNA amplifikowanego technika
PCR (ARDRA), hybrydyzacja in situ sond fluorescencyjnych z RNA (FISH).

Badania pod katem zmian ilo$ciowych i jakosciowych mikroorganizméw podczas
biodegradacji stymulowanej nutrietami (PCR-DGE) prowadzono z wykorzystaniem
technik biologii molekularnej [26, 149]. Bordenave i wspolpracownicy [19] wykorzystali
technike T-RELP do badan nad obecno$cig i zmianami mikroorganizméw w zestarzaltych
matach biologicznych zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi. W aspek-
cie zmian populacji mikroorganizméw w trakcie bioremediacji gleby zanieczyszczonej
ciezkim olejem i WWA - technik¢ ARDRA wykorzystali rowniez Roling i Chadhain [29,
150]. W innych badaniach przedmiotem rozwazan byla spotecznos$¢ mikroorganizméow
beztlenowych wystepujaca w asfaltach i dotach smolowych (pH 3-5), oznaczona technika
PCR-DGGE [90, 184].

Badania molekularne w potaczeniu z tradycyjnymi metodami biologicznymi sa
pomocne przy doborze wiasciwych mikroorganizméw bedacych podstawg konsorcjum
bakteryjnego [6].
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Liczba bakterii rozkladajacych weglowodory ropopochodne w $rodowisku glebowym
jest znaczaca, jednakze poszczegdlne mikroorganizmy moga metabolizowa¢ ograniczony
zakres weglowodordéw. Z tego wzgledu do rozktadu wieloskladnikowego uktadu, jakim
jest ropa naftowa, zdolne sa mieszaniny kultur mikroorganizméw o rozbudowanym
wyposazeniu enzymatycznym. W celu unikniecia antagonistycznego oddziatywania mi-
kroflory autochtonicznej gleby na obce kultury drobnoustrojéw nieprzystosowanych do
danego $rodowiska preferuje si¢ sporzadzanie konsorcjow bakteryjnych — biopreparatow
na bazie uprzednio wyizolowanych z gleby mikroorganizméw autochtonicznych.

O biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych decyduja mechanizmy ich trans-
portu z osrodka porowego na powierzchni¢ komorki oraz ich dalszej penetracji przez
btone cytoplazmatycznag, ktéra stanowi polprzepuszczalng przegrode i odpowiada za
wymiane substancji miedzy komoérka a §rodowiskiem. Weglowodory ropopochodne
naleza do substratéow trudno przyswajalnych ze wzgledu na swoéj lipidowy charakter
i ograniczong rozpuszczalnos¢ w wodzie, jednakze mikroorganizmy wyksztalcily kilka
podstawowych mechanizmow, dzigki ktérym sg zdolne do wykorzystywania weglowo-
doréw w charakterze substratu pokarmowego [9].

Biodegradacji moga ulega¢ weglowodory ropopochodne rozpuszczone w wodzie,
z szybko$cig zalezna od tempa ich przechodzenia z innych faz do fazy rozpuszczone;.
Pozostale mechanizmy umozliwiaja mikroorganizmom rozklad weglowodoréw zawie-
szonych w postaci drobnych kropel miceli w roztworach wodnych. Krople wi¢gksze od
komorek sa rozkladane przez bezposredni kontakt bakterii z zawieszonymi w wodzie
czastkami niepolarnych zwiazkdéw organicznych. Na ich powierzchni rozwija si¢ popula-
cja mikroorganizmoéw i w miejscu kontaktu dochodzi do przechodzenia weglowodordéw
przez blong cytoplazmatyczng (pseudosolubilizacja). Wytworzone przez mikroorganizmy
metabolity zewnatrzkomoérkowe o charakterze surfaktantéw zmniejszaja wymiary cza-
stek weglowodoréw ropopochodnych ponizej 1 um dla umozliwienia ich penetracji do
wnetrza komérki. W przypadku weglowodoréw stabo rozpuszczalnych w wodzie — na-
stepuje rozwoj kolonii na ich powierzchni i formowanie si¢ aglomeratéw zawierajacych
klastry mikroorganizmow i weglowodordw, co utatwia przenikanie substratu przez blone
komorkows [118].

Transport substratéw i metabolitow przez blon¢ komoérkowa moze odbywac si¢ na
drodze dyfuzji prostej (biernej), uwarunkowanej réznicg stezen lub potencjalu wewnatrz
i na zewnatrz komorki, bez potrzeby pobudzenia membrany komoérkowej i zuzycia za-
sobow energetycznych komorki, oraz przy udziale permeaz — swoistych przeno$nikéw
(biatka transportujace) dla réznych substratow — tzw. transport aktywny. Transport
aktywny nastepuje wbrew gradientowi stezen przenoszonych substancji i przebiega z wy-
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datkowaniem energii (na 1 czasteczke przypada 1 mol ATP) [159]. Ponadto wystepuje
tzw. dyfuzja utatwiona, ktéra tez zachodzi przy udziale bialek transportowych, ale z za-
chowaniem gradientu stezen i bez uzycia energii przez komoérke. W zaleznos$ci od danego
rodzaju mikroorganizméw transport weglowodoréw moze przebiega¢ zgodnie z jednym
z powyzej przedstawionych mechanizméw lub moze by¢ ich kombinacja. Wytwarzane
przez komoérki mikroorganizméw biosurfaktanty majg wptyw na ich hydrofobowos¢
oraz odgrywaja znaczacg role w ich adhezji do weglowodoréw. Do mikroorganizméw
wytwarzajacych biosurfaktanty przyktadowo mozna zaliczy¢: Pseudomonas aeruginosa,
Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium spp., Bacillus brevis,
Serratia marcescens, Penicillium spiculisporum, Thiobacillus thiooxidans, Acinetobacter
calcoaceticus, Candida lipolytica, Sphingomonas paucimobilis [17, 186].

2.1.2.5. Fitoremediacja

W przywracaniu wartosci uzytkowych terenéw coraz wieksze znaczenie odgrywaja
metody fitoremediacyjne, wykorzystujace naturalng aktywnos¢ roslin przy wzroscie do
pobierania sktadnikdw, w tym tez zanieczyszczajacych srodowisko przyrodnicze. Metody
fitoremediacyjne sg wolniejsze, ale bezpieczne, skuteczne, a ponadto ekonomicznie uza-
sadnione w poréwnaniu z innymi technologiami [65].

Istnieje wiele publikacji, w ktorych autorzy prébuja doglebnie poznaé proces fitore-
mediacji, gléwnie poprzez zrozumienie ztozonych interakcji w oddziatywaniu ryzosfery
i czg$ci nadziemnej roéliny, ktére pozwalaja na akumulacje zanieczyszczen (m.in. metali
ciezkich, substancji ropopochodnych) w roélinach (fitoakumulacja) [131].

Zawarto$¢ w glebach metali ciezkich, substancji ropopochodnych czy WWA w nad-
miernych ilosciach jest toksyczna dla poszczegdlnych gatunkéw roélin. Zwiazki te ograniczajg
ich wzrost (zaré6wno czesci nadziemnych, jak i korzeni), prowadza do réznego rodzaju
nekroz, a w konsekwencji do obumierania poszczegdlnych tkanek. Sg jednak gatunki,
ktore toleruja, a czasem wrecz lepiej rozwijaja si¢ w obecnoéci znacznych ilosci substancji
uznawanych za niebezpieczne. Znane sg gatunki gromadzace 1-5% metali w tkankach
(tzw. hiperakumulatory), nierzadko jednak ich praktyczna przydatnos¢ jest ograniczona
ze wzgledu na niewielkie plony biomasy, co w efekcie uniemozliwia efektywne uzycie ich
w procesach bioremediacji.

Technologie fitoremediacji opierajg sie na wykorzystaniu roslinnych mechanizméw
tolerancji na wybrane zanieczyszczenia zawarte w glebie. Do proceséw oczyszczania gleb
z zanieczyszczen przez rosliny i zwigzane z nimi mikroorganizmy ryzosferyczne zaliczy¢
nalezy fitostabilizacje i fitoakumulacje (fitoekstrakcja). Fitostabilizacja polega na uniknieciu
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przenikania toksyn do wnetrza roéliny i ograniczeniu ich transportu do pedéw. Natomiast
w procesie fitoakumulacji toksyna jest akumulowana w duzych ilosciach w tkankach roslin
[60, 73, 94]. Nieco mniej rozpowszechnionymi technologiami fitoremediacyjnymi sa:
 fitostymulacja — wspomaganie przez roéliny naturalnie wystepujacych
proceséw degradacji mikrobiologicznej w ryzosferze;
« fitodegradacja — rozklad substancji organicznych przez
rosliny i zwiazane z nimi mikroorganizmy;
o fitowolatyzacja — przeprowadzenie zanieczyszczen
w stan lotny (w ten sposéb moga by¢ odparowywane
rte¢, selen, arsen oraz lotne weglowodory).

Fitostabilizacja moze by¢ stosowana na silnie zanieczyszczonych obszarach. Techno-
logia ta wykorzystuje mechanizmy roslinne prowadzace do zmniejszenia biodostepnosci
toksycznych skladnikow gleby, a wiec zmniejsza zdolno$¢ migracji zanieczyszczen, co
z kolei minimalizuje ryzyko przedostania si¢ ich do wod gruntowych.

Fitoekstrakcja natomiast oparta jest na rolinach zdolnych do pobierania, akumulacji
lub degradacji zanieczyszczen zaréwno nieorganicznych, jak i organicznych, w konsekwencji
czego nastepuje oczyszczenie skazonej gleby, a pierwiastki sladowe zostaja skoncentrowa-
ne w ro$linach. Stopien bioakumulacji szkodliwych substancji w roélinie zalezy od wielu
czynnikéw, jak np. rodzaju i ilosci zanieczyszczen w glebie, zawarto$¢ materii organicznej,
wilgotnosci gleby, jej pH oraz gatunku roéliny. Na rysunku 2.4 przedstawiono schemat
rodzajéw fitoremediacji.

Roéliny najczeséciej wykorzystywane w procesie bioakumulacji nalezg do wielu rodzin,
z ktérych na szczegolng uwage zastuguja: krzyzowe (Cruciferae), trawy (Poaceae), motyl-
kowate (Papilionaceae), ztozone (Asteraceae), wierzbowate (Salicaceae) oraz gozdzikowate
(Caryophyllaceae).

Sposrdd technik fitoremediacji najbardziej rozpowszechniong i optacalng jest fito-
ekstrakcja. Stosuje si¢ ja nie tylko do przywracania warto$ci uzytkowych gleb skazonych
metalami cigzkimi czy substancjami ropopochodnymi, ale rowniez do usuwania z gleb
zanieczyszczen pierwiastkow radioaktywnych. Efektywno$¢ tego procesu zalezy od wy-
boru roéliny, a do najbardziej wydajnych nalezg: gorczyca, tobotki, wiele gatunkéw traw
i roslin motylkowatych. Wadg niektorych gatunkow (np. tobotkéw) jest bardzo niski plon
biomasy.

Z uwagi na wielostronne zastosowanie tzw. gatunkow alternatywnych (rekultywacja
i stabilizacja terenow skazonych, bioakumulacja metali ciezkich oraz wykorzystanie do
produkgji bioenergii) na szczeg6lng uwage zastuguja: wierzba wiciowa (Salix viminalis),
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z rodziny traw — kostrzewa trzcinowa (Festuca arundinacea Schreb.), mozga trzcinowata
(Phalaris arundinacea L.), rajgras wyniosly (Arrhenatherum ela-tius (L.) PB. ex ]. et C. Presl),
perz wydluzony (Thinopyrum elongatum (Host) D.R. Dewey), proso rézgowate (Panicum
virgatum L.), palczatka Gerarda (Andropogon gerardii Vitm.), miskant cukrowy (Miscanthus
sacchariflorus Hack.) oraz z rodziny ztozonych: salata kompasowa (Lactuca serriola L.),
bylica zwyczajna (Artemisia vulgaris L.), nawlocie: kanadyjska (Solidago canadensis L.)
i pozna (S. serotina Aiton), psianka czarna (Solanum nigrum L.), nostrzyk zolty (Melilotus
officinalis) [15, 94, 125].

) Fitodegradacja

Fitoekstrakcja

Fitostabilizacja

Fitostymulacja

() - zanieczyszczenie
O - produkt degradacji

Rys. 2.4. Rodzaje fitoremediacji
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W przypadku zanieczyszczenia gleb substancjami ropopochodnymi z powodzeniem
stosuje sie tzw. naftofity, ktdre toleruja duze ich zawartosci. Rosliny te absorbuja, kumulujg
i metabolizuja weglowodory wchodzace w sktad ropy naftowej. Wtasciwosciami takimi
charakteryzuja sie rosliny z gatunku traw, m.in. Festuca arundinacea, Panicum sp., Medi-
cago sativa czy Eleusine indica.

Wielkie zageszczenie komorek bakteryjnych w warstwie przylegajacej do korzenia
tworzy pewnego rodzaju filtr, przez ktéry przechodza do roéliny zwiazki chemiczne
w postaci niezmienionej lub zmetabolizowanej mikrobiologicznie. Zdolno$¢ drobno-
ustrojéw do transformowania zwigzkéw niedostepnych dla rosliny na skutek zlozonej
struktury chemicznej oraz zwigzkdéw o charakterze toksycznym nadaje drobnoustrojom
role ochronna w stosunku do roéliny. Z drugiej za$ strony bakterie wytwarzajace réznego
rodzaju antybiotyki chronig roéline przed fitopatogenami. Obok przewaznie korzystnych
elementéw we wspolzyciu roslin z drobnoustrojami istnieje problem nadmiernej aktywnosci
w tym systemie, kiedy to drobnoustroje staja si¢ konkurentami roslin w wykorzystaniu
substancji pokarmowych.

Do proceséw fitostabilizacji wykorzystywane sa gatunki roslin majace zdolnos¢
do obnizania bioprzyswajalnosci substancji toksycznych w glebie poprzez wydzielanie
zwigzkéw do ryzosfery. Eksudaty korzeniowe (np. zwiazki fenolowe, kwasy organiczne)
reaguja z jonami metali i wytracaja je w postaci nierozpuszczalnych soli. Nastepnie wiaza
je w $cianie komoérkowej i gromadza w apoplascie oraz w wakuolach.

Sposréd danych literaturowych opisujacych mozliwos¢ zastosowania proceséw fito-
remediacyjnych do oczyszczania skazonych gleb na szczegélng uwage zastuguja te, ktore
przedstawiaja pozytywne efekty ich oczyszczania zaréwno z substancji ropopochodnych,
jak i metali ciezkich.

Doni oraz jego wspolpracownicy badali mozliwosci oczyszczania gleb zanieczyszczo-
nych metalami, takimi jak: Pb, Cr, Cd, Zn, Cu i Ni, zwiazkami organicznymi: polichlorobi-
fenylami oraz weglowodorami ropopochodnymi, opierajac si¢ na procesie fitoremediacji
wykorzystujacej topole czarng (Populus nigra Italica). W wyniku prowadzonego przez
1 rok eksperymentu uzyskano redukcje 80% calkowitej masy weglowodoréw naftowych
(TPH) oraz 60% polichlorobifenyli i metali cigzkich [49].

Fitoremediacj¢ testowano tez w celu usuniecia kancerogennych WWA z zestarzalej
gleby. W wyniku procesu trwajacego 18 miesi¢cy znacznie obnizono zawartoéci 3-4-pier-
$cieniowych WWA, ktérych stopien redukeji w glebie zalezny byt od ich koncentracji, a ta
zmieniala sie wraz z glebokoscia [163].

Zastosowanie w procesach fitoremediacji gleby zanieczyszczonej weglowodorami
ropopochodnymi roéliny z grupy Bermuda grass umozliwito obnizenie zawarto$ci TPH
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po 6 miesigcach o 49%, za$ po 1 roku o 68%. Podobny efekt obnizenia zawartos$ci TPH
w glebie (62%) uzyskano przy wykorzystaniu rosliny z grupy Tall fescue [73].
Najkorzystniejsze rezultaty oczyszczania gleb w procesach remediacji wynikajg z pola-
czenia procesOw nawozenia i fitoremediacji przy ciaglej kontroli przebiegu proceséw [132].
Sukces procesow fitoremediacji gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi
odnotowano m.in. w redukgji [13, 39, 60, 73, 108, 193]:
« bituminéw - po 27 miesigcach ich zawartos¢ (79 700 mg/kg
gleby) zredukowano o 82% (Medicago sativa, Phragmites
australis), a dla kontrolnej gleby o 74%;
o WWA - po 24 miesigcach ich zawarto$¢ (79,8 mg/kg gleby)
zredukowano o 74,5% (Medicago sativa), 68,7% (Phragmites
australis), a dla kontrolnej gleby o 44,5%;
» substancji ropopochodnych - po dwoch okresach
wegetacyjnych ich zawarto$¢ (7000 mg/kg gleby)
zredukowano o: 56% (Elymus angustus), 50% (Agropyron
elongatum), 43,5% (Medicago sativa) 1 31% dla gleby
kontrolnej;
« substancji ropopochodnych - po 150 dniach ich zawartosé¢
(5000 mg/kg gleby) zredukowano o 60% (Festuca
arundinacea), natomiast w probie kontrolnej o 20%;
« substancji ropopochodnych - po 90 dniach zredukowano
040% (z 7900-17 900 mg/kg do 1400-3700 mg/kg)
(Seepweed);
 oleju napedowego - po 12 miesigcach jego zawartos¢
(40 000 mg/kg osadu) zredukowano o 89,7% (n-alkany) i 97%
(WWA) (Juncus roemerianus), natomiast w probie kontrolnej
0 20,3% (n-alkany) oraz 15,2% (WWA).

Ponadto w artykule [163] wykazano wymierng szybkos¢ degradacji badz bio-
transformacji WWA podczas wzrostu na zanieczyszczonych glebach: czarnej wierzby
(Salix nigra Marshall), topoli (Populus deltoides x P. nigra DN 34) oraz jesionu (Fraxi-
nus pennsylvanica Marshall) w poréwnaniu z gleba kontrolng. Wyniki te potwierdzaja
hipoteze, ze wiele roélin moze wzmacnia¢ rozktad weglowodoréw w glebie. Z kolei
w procesie fitoekstrakcji, podczas badan prowadzonych na glebach zanieczyszczonych
WWA, odnotowano przedostawanie sie tych weglowodoréw do systemu korzeniowego
rosliny [52, 60].
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W warunkach zanieczyszczenia gleby roéliny moga dziata¢ jako czynniki utrzy-
mujace i/lub stymulujace zwigkszenie ilosci mikroorganizméw glebowych, powodujac
intensyfikacje proceséw jej samooczyszczania. Gleba poroénieta roélinnoscia ma wyzszy
wskaznik redukcji zanieczyszczen niz gleba bez roélin.

Wymierne efekty procesu fitoremediacji, przy zastosowaniu wzrostu trzciny pospolitej
(Phragmites communis) oraz amarantusa, odnotowano réwniez podczas oczyszczania
gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi oraz metalami cigzkimi (Pb, Cu,
Cd, Ni) [88, 179, 180].

Obecno$¢ wydzielin korzeniowych (eksudatow) zawierajacych cukry, aminokwasy,
kwasy organiczne, humusy, witaminy oraz zwigzki o duzej masie czasteczkowej, takie jak
biatka i spolimeryzowane weglowodory, sprawia, ze strefa korzeniowa (ryzosfera) roélin
jest dogodnym $rodowiskiem do rozwoju mikroorganizmoéw. Z ryzosfery wyizolowano
bakterie charakteryzujace sie¢ zdolnoscia rozkladu zanieczyszczen ropopochodnych: My-
cobacterium sp., Pseudomonas putida, Sphingomonas yanoikuyae, Comamonas testosteroni
[41]. Ponadto penetracja systemu korzeniowego poprawia stosunki powietrzno-wodne.
Uwalniane przez roéliny wydzieliny korzeniowe dzialaja sprzyjajaco na czastki glebowe,
w wyniku czego tworzg si¢ agregaty istotne dla utrzymania prawidlowej struktury gleby.
W ryzosferze zmienia si¢ rowniez pH, st¢zenie substancji mineralnych, koncentracja
tlenu, potencjal redox, wilgotno$¢. Roslina stwarza korzystne warunki stymulujace
bioremediacje. Biodegradacje zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) podczas procesu
bioremediacji mozna stymulowa¢ poprzez kontrolg poziomu zawarto$ci azotu i fosforu
w ryzosferze traw i koniczyn [47, 108].

W wielu pracach dotyczacych fitoremediacji stwierdzano, ze w ryzosferze szcze-
golnie intensywnie zachodzg takze procesy kometaboliczne rozkladu zanieczyszczen
ropopochodnych (TPH i WWA). Prowadzone badania roli ryzosfery roélin jedno- i dwu-
lisciennych wykazaly, ze stopien usuniecia weglowodoréw alifatycznych niepolarnych
(TPH) wynosit 64%, natomiast WWA (trdjpierscieniowych) 60,2% [116].

Zadowalajace wyniki osiagnigto rowniez podczas 9-miesiecznej fitoremediacji przy
zastosowaniu koniczyny (Festuca arundinacea Schreb.) i nostrzyka (Melilotus officinalis
Lam.), gdyz w zanieczyszczonych glebach obnizono zawarto$§¢ WWA: 2-pierscienio-
wych 0 41,5-83,5%; 3-pier§cieniowych o 53,2-66,3%; 4-pierscieniowych o 28,4-45,2%;
5-6-pierscieniowych o 7,9-26,3%. Zbiezne wyniki badan z wykorzystaniem koniczyny
(Lolium perenne) w swoich pracach przedstawit Olson [128].

Doniesienia literaturowe wskazuja na duza skutecznos¢ fitoremediacji w przypadku
zestarzalych gruntéw z klasycznych gazowni, skazonych zanieczyszczeniami ropopo-
chodnymi, szczegélnie WWA, charakteryzujacymi sie wladciwos$ci rakotwoérczymi, niska
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rozpuszczalno$cia w wodzie i silnymi cechami sorpcyjnymi w stosunku do matrycy
glebowej. Przy wykorzystaniu do fitoremediacji hybrydowych topoli (Populus deltoides
x nigra DN) oraz wierzby (Salix nigra Marshall) w strefie ryzosfery redukcja zanieczysz-
czen wynosita odpowiednio dla: pirenu - 45,2%; fluorantenu - 39,3%; benzo(a)pirenu
- 28,3%; fenantrenu - 32,3%; antracenu — 45,2% [128].

Fitoremediacja zachodzi najintensywniej w strefie korzeniowej, a wiec glebokos¢
wrastania korzeni stanowi jeden z najwazniejszych czynnikdéw ograniczajacych jej zasieg.
Ponadto wazne s3 warunki srodowiskowe w skazonej glebie, a dotyczy to w szczegdlnosci
toksyczno$ci wynikajacej ze stgZenia zanieczyszczen. Do tej pory brakuje konkretnych
danych na temat maksymalnego dopuszczalnego stezenia produktéw ropopochodnych,
gdyz do$wiadczenie fitoremediacyjne prowadzono na glebach zawierajacych stosunkowo
niskie stezenia tych zwigzkdow.

2.1.2.6. Obrobka agrotechniczna (landfarming)

Obroébka agrotechniczna nalezy do najczesciej stosowanych metod usuwania
zanieczyszczen ropopochodnych z gruntéw, ktére utracily agrotechniczna sprawnosé.
W warunkach in situ moze by¢ wykorzystywana w ograniczonym zakresie, tj. w przypadku
wystepowania zanieczyszczenia do glebokosci 0,5 m. Polega ona na stymulacji biodegra-
dacji zanieczyszczen ropopochodnych poprzez stosowanie zabiegéw agrorolniczych, do
ktérych naleza: orka, bronowanie, wapnowanie, nawozenie (dodatek substancji biogen-
nych), nawadnianie w okresie suszy. Czasami wprowadza si¢ modyfikacje wykonywanych
zabiegdw poprzez inokulacje biopreparatami na bazie mikroorganizméw degradujacych
weglowodory ropopochodne, ktdre zostaly wyizolowane i namnozone z oczyszczanych
gruntéw i osadéw dennych [7, 105].

Metoda ta moze by¢ prowadzona takze w warunkach ex situ. Stale zanieczyszczone
odpady umieszcza si¢ na podlozu z przepuszczalnego piasku, z drenazem przyjmujacym
i odprowadzajacym odcieki. Optymalna grubo$¢ warstwy nakladanych odpadéw wynosi
30-40 cm. Zaleznie od chemicznych wlasciwoéci odpadow reguluje sie zawarto$¢ mineral-
nych sktadnikéw pokarmowych (nawozowych) i odczynu $rodowiska. Nadmierna kwaso-
wos¢ gleb neutralizowana jest poprzez dodatek wapna nawozowego, ktére w zaolejonych
glebach poprawia odczyn (pH 6,5-7,0), wplywajac na uaktywnienie mikroflory bakteryj-
nej gleby oraz przyspieszenie rozkladu substancji organicznych. W tym celu naklada sie
warstwe wapna nawozowego o grubosci 10-20 dm’ na 1 m’ zaolejonego gruntu. W celu
przyspieszenia biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych mozna takze przeprowadzié
modyfikacje metody poprzez wprowadzenie biopreparatéw bakteryjnych [162].
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2.1.2.7.Pryzmy remediacyjne (kompostowanie)

Metoda ex situ oczyszczania zanieczyszczonego gruntu w drodze kompostowania
polega na przetransportowaniu i ulozeniu go w pryzmie, ktdéra zostaje technicznie
uzbrojona w system drenazy do napowietrzania i odprowadzania odciekow, spryskiwa-
cze dozujace substancje biogenne oraz bioreaktory do namnazania bakterii. Odebrane
odcieki sg biologicznie oczyszczane i zawracane na pryzme.

Oczyszczony grunt jest stopniowo usuwany z pryzmy i umieszczany na miejscu
skladowania [31, 96, 140]. Kompostowanie to proces zblizony, lecz prowadzone jest
w warunkach statego mieszania wszystkich sktadnikéw. Ponadto wykorzystuje si¢ mate-
rialy poprawiajace strukture (np. widry, stoma) w celu poprawy stosunkéw powietrzno-

-wodnych. Na rysunku 2.5 przedstawiono schemat instalacji pryzmy do prowadzenia
procesu remediacji zanieczyszczonej gleby w systemie Cum-Bac [2].

2.1.2.8.Metoda bioreaktorowa

Bioremediacja gruntéw w warunkach ex situ moze polega¢ na ich wydobyciu
i unieszkodliwianiu w bioreaktorach szlamowych, gdzie zachodzi proces biodegradacji
zanieczyszczen. Oczyszczanie w bioreaktorach odbywa sie w wyniku reakcji biochemicz-
nych zachodzacych w zmieszanym z woda gruncie (uwodnienie 60-80%). W bioreaktorze
nastepuje intensywne napowietrzanie i mieszanie zawiesiny z dodatkiem substancji
biogennych i biopreparatéw bakteryjnych. Czesto w celu desorpcji weglowodoréw
ropopochodnych nierozpuszczalnych w wodzie dodawane sg $rodki powierzchniowo
czynne. W metodzie tej istnieje mozliwo$¢ regulacji temperatury i pH oraz pelnej kon-
troli przebiegu procesu, co pozwala na znaczne skrdcenie czasu prowadzenia procesu
w poréwnaniu z metodami in situ. Bioreaktory stosuje si¢ najczesciej do oczyszczania
mutéw, osadéw dennych, §ciekowych i zawiesin zaolejonych, a takze zanieczyszczonych
pestycydami, PCB oraz niektérymi weglowodorami chlorowanymi gleb.

Alternatywnym sposobem w stosunku do stosowanych metod biochemicznych
w bioreaktorach jest utlenianie chemiczne. Jako utleniacze wykorzystuje sie czesto
podchloryn oraz nadtlenek wodoru. Wysoka efektywno$¢ chemicznego utleniania
mozna uzyskaé w przypadku fenoli, amin, aldehydéw, zwiazkéw siarki. Zastosowanie
tej metody w przypadku gruntu ograniczone jest obecnosciag trudnych do rozdzie-
lenia skfadnikéw oraz olejow i smardw, negatywnie wplywajacych na efektywnos¢
utleniania [23, 156].
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Rys. 2.5. Schemat instalacji pryzmy do prowadzenia procesu remediacji gleby

w systemie Cum-Bac [2]

2.2. Metody oceny biodegradacji substangji
ropopochodnych w srodowisku gruntowo-wodnym

Do najczesciej stosowanych metod oceny biodegradacji substancji w $rodowisku
gruntowo-wodnym nalezg: badania mikrobiologiczne, enzymatyczne, badania toksyko-
logiczne oraz respirometryczne.
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2.2.1. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne polegaja na identyfikacji i pomiarze liczebnosci bakterii
oraz grzybow bytujacych w §rodowisku badanego gruntu. Wstepna analiza ogdélnej ilosci
bakterii heterotroficznych oraz liczby mikroorganizméw zdolnych do rozktadu substancji
ropopochodnych dostarcza niezbednych informacji na temat aktywnosci biologicznej
gruntu. Rezultaty analiz mikrobiologicznych pozwalaja stwierdzi¢, czy ilo§¢ mikroor-
ganizmdw w zanieczyszczonym gruncie jest odpowiednia do prawidlowego przebiegu
biodegradacji. Ponadto stosunek ilo$ci bakterii rozktadajacych substancje ropopochodne
do ogdlnej liczby mikroorganizmoéw heterotroficznych odzwierciedla, w jakim stopniu
mikroflora autochtoniczna jest przystosowana do biodegradacji zanieczyszczenia i z jaka
efektywnoscig wykorzystuje substancje ropopochodne jako zrédlo wegla i energii. Analizy
mikrobiologiczne pozwalajg na stwierdzenie badz wykluczenie obecnosci mikroorganizméow
patogennych, jak réwniez moga stanowi¢ narzedzie monitoringu i kontroli biodegradacji
substancji ropopochodnych w srodowisku gruntowo-wodnym.

Badania mikrobiologiczne najczesciej obejmuja:

o ocene morfologii mikroorganizmdw: ksztalt i barwa
kolonii wyrostych na podtozu agarowym, a takze grzybni
(plechy) grzybow i pseudogrzybni promieniowcdw;

o techniki mikroskopowe: ksztalt komdrek, konidioforéw i konidiéw, ocena
ruchliwosci, barwienie metoda Grama (fiolet krystaliczny, jodyna Grama,
alkohol etylowy 95% i fuksyna karbolowa), Ziehl-Nielsena (bakterie
kwasooporne: fuksyna karbolowa, 3% HCI w alkoholu etylowym,
blekit metylenowy 3%), barwienie spor Dornera w modyfikacji
Snydera (fuksyna karbolowa, alkohol etylowy 95%, nigrozyna 10%),
barwienie otoczek (czerwien Kongo + barwnik Manevala);

 badanie cech biochemicznych: katalaza, oksydaza, arylosulfataza,
B-galaktozydaza, hydroliza eskuliny, kazeiny mocznika i zelatyny,
redukcja azotandw, tworzenie indolu, siarkowodoru;

 zastosowanie selektywnych podtozy;

« identyfikacja bakterii i grzybéw metodami molekularnymi.

Do okreslenia liczby mikroorganizmdéw najczesciej wykorzystywana jest metoda
plytkowa Kocha. Metoda ta polega na wykonaniu szeregu rozcieficzen badanej zawiesiny
i wysiewaniu statej objetosci z tych rozcienczen na podloza agarowe w ptytkach Petriego
[105,165].
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2.2.2. Badania enzymatyczne

Aktywnos¢ dehydrogenaz

Biologiczne utlenianie substancji organicznych jest generalnie reakcja odwodornie-
nia, katalizowang przez dehydrogenazy. Enzymy te odgrywaja znaczacg role w utlenianiu
zwigzkow organicznych, w tym substancji ropopochodnych, w wyniku transferu wodoru
z organicznego substratu do akceptora elektrondéw. Aktywnos¢ dehydrogenaz odzwiercie-
dla stopien aktywnosci mikroorganizmdéw w zanieczyszczonym $rodowisku. Oznaczenie
dehydrogenaz moze stuzy¢ do kontroli przebiegu biodegradacji i okreélenia ewentual-
nego hamujacego wpltywu zanieczyszczenia lub posrednich produktéw jego rozkladu
na aktywno$¢ mikroorganizmdw. Szeroko stosowang metoda oznaczania dehydrogenaz
w gruncie jest metoda testu TTC, ktora polega na uzyciu chlorku tréjfenylotetrazoliowego
(TTC), jako akceptora elektronéw. W wyniku reakeji redukeji powstaje trifenyloformazan
(TPF), ktorego czerwong barwe oznacza si¢ kolorymetrycznie przy dltugosci fali 485 nm.
Intensywno$¢ czerwonego zabarwienia powstajacego z oznaczenia dehydrogenaz jest
wskaznikiem mikrobiologicznej aktywno$ci badanego gruntu [25, 78, 207].

Aktywnos¢ celulozowa

Ze wzgledu na to, ze celuloza jest najpowszechniej spotykanym wielocukrem ro-
$linnym, jej mikrobiologiczny rozklad jest waznym procesem zachodzacym w glebie,
za ktorego wiekszg cze$¢ odpowiedzialne sg grzyby. Aktywnos¢ celulozowa, pod ktérej
pojeciem rozumiana jest suma aktywnosci trzech enzymoéw: endo-p-1,4-glukanazy,
egzo -B-1,4-glukanazy i B-glukozydazy, jest uznawana za jeden ze wskaznikéw procesdéw
biologicznych przebiegajacych w glebie [158, 165].

2.2.3. Badania toksykologiczne

Analiza bioindykacyjna jest czeécig rozleglej wiedzy okreslanej mianem ekotoksy-
kologii. Wspodlczesna ekotoksykologia jest interdyscyplinarng, intensywnie rozwijajaca sie
nauka obejmujaca zagadnienia z chemii, ekologii i toksykologii, ktorej celem jest miedzy
innymi ocena stanu §rodowiska i posrednio ochrony zdrowia czlowieka.

Bioindykacja jest metoda wykorzystujaca jako wskaznik organizm zywy, ktérego
reakcja moze by¢ podstawa oceny ogoélnej aktywnosci biologicznej badanego ukiadu.
Reakcja ta obejmuje nie tylko sumaryczne dziatanie wszystkich substancji pochodzenia
antropogenicznego oraz toksyn naturalnych, ale takze daje obraz interakcji pomiedzy
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substancjami toksycznymi a abiotycznymi i biotycznymi czynnikami srodowiska (pH, twar-
do$¢, zawiesiny itp.).

W procesie oczyszczania skazonych gleb substancjami ropopochodnymi catkowite
ich wyeliminowanie jest niezmierne trudne do osiagnig¢cia, gdyz nawet niewielkie ilosci
pozostatych metabolitow moga by¢ niebezpieczne. Coraz cze$ciej do oceny stopnia ska-
zenia $rodowiska wykorzystuje sie testy biologiczne.

Zastosowanie organizmoéw zywych jako bioindykatoréw nalezacych do réznych grup
taksonomicznych: bakterii, pierwotniakow, skorupiakéw glonéw i roslin wyzszych oraz
reprezentujacych wszystkie poziomy troficzne: producentéw, konsumentéw i reducentéw

pozwala na kompleksowa ocene stanu badanego srodowiska (tab. 2.3).

Tabela 2.3. Charakterystyka testow oceny toksycznosci gleby

Poglom tro- Organizm Nazwa testu bzl GRS Czas trwania Typ testu
any wa
Rosliny wyzsze
Sorghum
saccharatum
Producenci . ;
. . Phytotoxkit . Kieflowanie 3 dni Chroniczny
Lepidium sativum i wezesny wzrost
Sinapis alba
Skorupiaki
Konsumenci N . Inhibici
. eterocypris Ostracodtoxkit nhibiga w%rostu, 6 dni Ostry
incongruens $mierc
Bakterie
Vibrio fischeri Microtox STP Inhibiqa Il{mlne— 15 min Ostry
scengji
Reducend Pierwotniaki
Spirostomurm Spirotox-TBK Smier¢ 6 dni Ostry
ambiguum
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Organizm testowy musi odpowiadaé surowym wymaganiom, m.in. ciaglej dostep-
nosci i jednorodnoéci genetycznej. Obecnie wprowadzane sg gotowe testy sprzedawane
w postaci pakietow pozwalajace na ocene toksyczno$ci badanych préb w krétkim czasie.
Zawieraja one formy kryptobiotyczne organizmoéw (stanowia przyszto$¢ bioindykacji)
i w razie potrzeby w krétkim czasie moga by¢ przygotowane do testu.

Istnieja dwa podstawowe rodzaje testow bioindykacyjnych:

Test skriningowy (przesiewowy). Stosuje si¢ go do badania duzej partii prébek $ro-
dowiskowych o nieznanej, prawdopodobnie niskiej, toksycznosci. Pozwala on na ustalenie,
czy probka jest toksyczna, chociaz nie ma mozliwosci okreélenia stopnia toksycznosci.
W teécie skriningowym bioindykatory wprowadza si¢ do probek nierozcienczonych.
Po inkubacji bioindykatora z probka ocenia si¢ charakterystyczng reakcje testowa (PE).
Probki nalezy podzieli¢ na trzy kategorie:

o probki nietoksyczne PE < 20;
o probki niskotoksyczne 20 < PE < 50;
» probki toksyczne PE > 50.

Test gtowny, wyjasniajacy, jaka jest toksycznos¢ probki. Test ten wykorzystuje sie
przy zastosowaniu procedury testu podstawowego z rozcienczen badanej probki.

2.2.4. Badania respirometryczne

Badania respirometryczne, obejmujgce pomiar zuzycia tlenu i/lub ilosci wydzie-
lonego dwutlenku wegla, pozwalaja na okreslenie mozliwos$ci biodegradacji tlenowe;j
substancji ropopochodnych w zanieczyszczonym gruncie. Moga mie¢ zastosowanie
w testowaniu zaréwno samoistnej biodegradacji substancji ropopochodnych, jak i metod
wspomaganych: bioaugmentacji i biostymulacji. Podczas testu respirometrycznego szyb-
kos¢ zuzycia tlenu i/lub produkcji CO, moze by¢ kontrolowana przy uzyciu aparatury
pomiarowej (np. Oxi-Top, Micro-Oxymax) lub na podstawie testow ,,batch”, w ktorych
mierzy si¢ zawartosci O, i/lub CO, w gornej czeéci naczynia pomiarowego w trakcie
trwania eksperymentu [61]. Szybkosci konsumpcji O, i/lub produkcji CO, wyraza si¢
w [mmol/kg gruntu] lub [ml/kg gruntu] w odniesieniu do funkcji czasu. Na podstawie
szybkosci konsumpcji O, i/lub produkcji CO, mozna szacowaé szybkos¢ biodegradacji
tlenowej substancji ropopochodnych, tj. szybko$¢ ubytku substratu w czasie [139]. Po-
nadto rezultaty testu respirometrycznego obrazuja stopien aktywno$ci metabolicznej
zanieczyszczonego srodowiska. Im wyzsze szybkosci konsumpcji O, i/lub produkc;ji
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CO; tym substrat jest latwiej dostepny dla mikroorganizmoéw. Z kolei nizsze szybkosci
konsumpcji O, i/lub produkcji CO, moga $wiadczy¢ o toksycznosci lub niewielkiej
podatnosci zanieczyszczenia na biodegradacje.
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3. Badanie procesu biodegradacji
weglowodoréw ropopochodnych

i wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych w warunkach ex situ

3.1. Materiat badawczy

Badanie procesu biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych prowadzono na
glebie zanieczyszczonej zaréwno weglowodorami TPH, jak i WWA. W celu wytypowania
odpowiedniego materialu badawczego pobrano probki gleby z terenu:

o gazowni klasycznej wylaczonej z eksploatacji, potozonej
na potnocy Polski. Probki do badan pobrano w poblizu
starych (cze$ciowo zlikwidowanych) dotéw ze smola
pogazows, z glebokosci 0-0,5 m p.p.t. — gleba GK-1;

o dotu urobkowego, w ktérym sktadowano odpady wiertnicze
zanieczyszczone substancjami ropopochodnymi - gleba zaklasyfikowana
do odpaddw o kodzie ex 17 05 03*. Prébki do badan pobrano z warstwy
powierzchniowej, z gleboko$ci 0-0,5 m p.p.t. — gleba DU-1,

a nastepnie wykonano ich analize¢ fizyczng i chemiczna.
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Gleba z terenu gazowni klasycznej charakteryzowala si¢ duza zawarto$ciag WWA
i stosunkowo niewielkg TPH. Natomiast gleba z dotu urobkowego zawierala duze ilosci
TPH i stosunkowo niewielkie WWA.

Podstawowym celem realizowanej pracy jest badanie przebiegu proceséw bio-
degradacji TPH i WWA w glebie, dlatego wskazane bylo uzyskanie gleby o istotnych
zawarto$ciach obu grup weglowodoréw. Nadmiernie wysokie zawarto$ci w glebie WWA
(w glebie GK-1) oraz TPH (w glebie) moga hamowac proces ich oczyszczania. Dlatego
do badan procesu biodegradacji weglowodoréw, prowadzonych w warunkach ex situ,
jako material badawczy stosowano uklad gleb: GK-1:DU-1 w stosunku 2:1.

Wobec powyzszego w kolejnym etapie badan procesu biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych, prowadzonych w warunkach ex situ, material badawczy stanowita
mieszanina gleby pobranej z terenéw gazowni klasycznej oraz dotu urobkowego.

Prowadzony w warunkach ex situ proces oczyszczania gleby na drodze bioremediacji
podstawowej stymulowano substancjami biogennymi. W kolejnym etapie stosowano
inokulacje gleby za pomocg trzech konsorcjow bakteryjnych (BA-1, BA-2 oraz BA-3),
ztozonych z mikroorganizméw wykazujacych zdolnosci rozkladu weglowodoréw ropo-
pochodnych. Biokonsorcjum BA-1 opierato sie na niepatogennych mikroorganizmach,
wykazujacych zdolnosci metabolizowania substancji ropopochodnych, stosowane z powo-
dzeniem w zabiegach bioaugmentacji zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi
odpaddw, sktadowanych w dotach urobkowych. W sktad biopreparatu BA-1 wchodzity
niepatogenne mikroorganizmy wyizolowane z gleby z dotu urobkowego: Arthrobacter
sulfonivorans, Burkholderia phenazinium, Mycobacterium vanbaalenii, Microbacterium
oleivorans, Pseudomonas oryzihabitans, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rubet,
Rhodococcus wratislaviensis, Staphylococcus warneri, Stenotrophomonas rhizophila,
Streptomyces aureus oraz grzyboéw Candida keroseneae i Pichia galeiformis.

Biopreparat BA-2 zawieral niepatogenne mikroorganizmy wyizolowane z gleby
z gazowni klasycznej: Rhodococcus opacus CUP11, Mycobacterium frederiksbergense,
Rhodococcus erythropolis, Pseudomonas fluorescens, Dietzia timorensis, Rhodococcus
opacus, Gordonia terrae, Paeniglutamicibacter sulfureus.

Kazdy z wymienionych mikroorganizméw przejawial zdolnosci wzrostu w obecnosci
zaréwno n-alkandw, jak i weglowodoréw aromatycznych. Zakres transformowanych
zwigzkow roznit sie w zaleznosci od szczepu. Izolat Mycobacterium frederiksbergense
cechowat sie wykorzystaniem n-alkanéw i WWA, za$ szczep Rhodococcus erythropolis
rozktadat dodatkowo weglowodory nalezace do grupy BTEX.

Biopreparat BA-3 powstal ze zmieszania biopreparatow BA-1 i BA-2. Biopreparaty
opracowane zostaly przez Zaktad Mikrobiologii INiG - PIB.
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3.2. Metodyka badawcza

W pierwszym etapie badan wykonano analize fizyczng i chemiczng badanych prébek
glebowych, pobranych z warstwy powierzchniowej, z glebokoéci 0-0,5 m p.p.t. Oznaczono
wilgotno$¢ gleb poprzez okreslenie ubytku masy probki gleby, bedacego efektem odparo-
wania wody podczas suszenia w 105°C.

W kolejnym etapie badan pobrano prébki materiatu glebowego, ktére doprowadzo-
no do stanu powietrznie suchego poprzez kondycjonowanie ich w warunkach otoczenia
przez 7 dni. Powietrznie suchg glebe przesiano przez sito o rozmiarze oczek 1 x 1 mm.
Tak przygotowang glebe poddano analizie fizycznej i chemicznej.

Izolacje¢ oznaczanych analitéw z matrycy glebowej wykonano poprzez:

» sporzadzenie ekstraktu gleby:

» wydzielenie TPH metoda rozpuszczalnikows, zmodyfikowana
poprzez zastosowanie ultradzwiekdw (czestotliwosé
ultradzwigkdw: 30 kHz, temperatura: 40°C, czas: 30 min)

- wspomaganie ekstrakcji rozpuszczalnikowej sonifikacja
powoduje zwigkszenie stopnia odzysku analitu;

» wydzielenie WWA metodg ekstrakeji ciggtej Soxhleta;

« oczyszczenie/rozdzial analitu zwigzkéw organicznych metoda
ekstrakcji do fazy stalej (SPE) w systemie prézniowym BAKER
SPE do przygotowywania probek (fot. 3.1) - zastosowanie
sekwencji rozpuszczalnikéw organicznych i kolumienek SPE
z wypelnieniami: florisil (oczyszczenie analitu ze zwigzkow
polarnych) oraz CN/SiOH (selektywne wydzielenie WWA);

o sporzadzenie ekstraktu wodnego gleby w proporcjach gleby do
wody 1:10 (m:m);

» mineralizacje gleby w stezonym roztworze HNO;

w mikrofalowym mineralizatorze Magnum II firmy Ertec.

Wyekstrahowane z gleb zwigzki organiczne (TPH i WWA) i oczyszczone/rozdzielone
na kolumienkach SPE po odparowaniu nadmiaru rozpuszczalnika oznaczono metoda
chromatografii gazowej. Na podstawie otrzymanych wynikéw scharakteryzowano sktad
zanieczyszczen gleby skazonej substancjami ropopochodnymi i wielopier$cieniowymi
weglowodorami aromatycznymi.

Wodny ekstrakt gleby analizowano pod katem oznaczenia parametrow fizycznych
i chemicznych, takich jak: odczyn pH, przewodnos¢ oraz zawarto$¢ kationow: K*, NH4*
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ianionéw: F~, Cl, NOs~, PO,* oraz SO.*". Wyizolowane na drodze mineralizacji sktadniki
gleby analizowano pod katem oznaczenia zawarto$ci metali cigzkich, wapnia i magnezu.
Odczyn roztworu wodnego gleb oznaczono metoda potencjometryczng, natomiast aniony
i kationy odpowiednia metodyka chromatograficzng z wykorzystaniem chromatografu
jonowego firmy Sycam. Przed uruchomieniem kazdej nowej metody analitycznej konfi-
gurowano chromatograf, wykonujac odpowiednie polaczenia kolumn i detektoréw. W ta-

beli 3.1 przedstawiono parametry pracy chromatografu jonowego firmy Sykam stosowane
podczas oznaczania aniondéw i kationow.

Tabela 3.1. Warunki analityczne podczas analizy chromatograficznego oznaczania
aniondéw i kationéw

Oznaczanie anionéw: Oznaczanie kationow:
. . _ - *  0Oznaczanie kationow: (a?*, Mg*, Fe?t, Cu®*,
Warunki analityczne F,d-, N?f ) Brp, NO;-, NH.", Li*, Na, K* Pb>", Zn?* Nit*, Co?*,
P04 ’ S04 Cd2+l Fe2+
Kolumna LCA A4 LCAKO16 LCA K02
pH pracy kolumny: 1-14 pH pracy kolumny: 1-9 pH pracy kolumny: 1-14
5mM Naz(:03 .
Eluent +0,2% modyfikatora 4 mM HNO,:CHOH (7:3) 01 M(kn’azsg";')""wy
(4-hydroksybenzonitryl) PR &
1mM PAR, 0,5 mM
Reagent - - Zn EDTA w 4% NH,OH
pH11,1
NateZenie przeptywu eluentu 1,5 ml/min 1,0 ml/min 1,2 ml/min
Natezenie przeptywu re- N N 0,3 ml/min
agenta
Temperatura 70°C 50°C 30°C
Ci$nienie 3,0 MPa 11,0 MPa 18,0 MPa
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Oznaczanie kationow:

Oznaczanie aniondw: . _—
. . _ - *  0Oznaczanie kationow: (a?*, Mg*, Fet, Cu®*,
Warunki analityczne F,d-, N?f ) Brp, NO;-, NH.", Li*, Na*, K* Pb>", Zn?* Ni2*, Co?*,
P04 ’ S04 Cd2+l Fe2+
Objeto$¢ nastrzyku 50pl 20pl 50ul
Detekca ko.ndyktometryczna. ztu- konduktometryczna UV/Vis
mieniem przewodnictwa
Zakres pomiarowy 100 pS 30 S (Reverce) A =500 nm
Roztwér regeneracyjny 0,2 M H,50, okresowo 100 pl TN HNO, -
Roztwor ptuczacy H,0 H,0 -

zfozu sorpcyjnym SPE

Fot. 3.1. System prozniowy BAKER SPE do przygotowania probek analitéw technika ekstrakeji na
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Wykonana analiza chromatograficzna wyekstrahowanych z badanych gleb substancji
organicznych wykazala konieczno$¢ zmieszania ich w celu osiagniecia gleby zawiera-
jacej weglowodory zaréwno z grupy TPH, jak i WWA w ilo$ciach umozliwiajacych
obserwacje procesu ich biodegradacji podczas oczyszczania gleby. Tak przygotowana
gleba, po doprowadzeniu zawartosci sktadnikdéw biogennych do wartosci optymalnych,
postuzyta do badan procesu bioremediacji podstawowej stymulowanej substancjami
biogennymi oraz bioaugmentacji pod katem oczyszczenia jej z weglowodoréow TPH
i WWA w warunkach ex situ. W tym celu przygotowano stanowisko do badan biode-
gradacji zanieczyszczen weglowodorowych zawartych w glebie. Schemat stanowiska
badawczego przedstawiono na rysunku 3.4. Do procesu bioaugmentacji wykorzystano
biopreparaty BA-1, BA-2 oraz BA-3.

W trakcie prowadzonego procesu oczyszczania wykonywano badania toksykologiczne
oczyszczanej gleby. Do badan toksykologicznych wykorzystano testy: Phytotoxkit, Spirodela
Duckweed Toxkit, Ostracodtoxkit F, Microtox SPT, test Amesa oraz mikrobiologiczny test
oceny ryzyka MARA.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw, zaréwno analiz chromatograficznych ekstrak-
téw gleb, jak i testéw toksykologicznych, oceniono efektywnos¢ procesu biodegradacji
weglowodoréw zawartych w glebie.

3.2.1. Analiza aniondw i kationéw z wykorzystaniem
chromatografii jonowej

Chromatograf jonowy firmy Sykam zostal skonstruowany w ten sposéb, aby po od-
powiednio dokonanej zmianie konfiguracji istniata mozliwo$¢ wykonywania szerokiego
zakresu analiz kationdw oraz anionéw.

Do badan postuzyly wyizolowane i przeprowadzone do roztworu w odpowiedni
sposéb skladniki gleby. Podczas oznaczen wykorzystywano poszczegdlne aplikacje chro-
matografu jonowego, w ktérych kolejno stosowano kolumny do rozdziatu:

« anionéw: F, Cl, NO; 7, Br’, NO;7, SO, PO,

o kationdéw jednowartosciowych: Li*, Na*, NH,*, K*;

o kationdw wielowartosciowych: Fe**, Cu?*, Pb?*, Zn?*, Ni**, Co**, Cd**, Fe*,
Ca*, Mg2+.

W tabeli 3.1 zestawiono parametry pracy chromatografu stosowane podczas ozna-
czania poszczegolnych grup jonow.
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Do oznaczania anionéw metodg chromatografii jonowej stosowano supresj¢ chemiczna,
gdyz uzycie silnych elektrolitéw jako eluentéw w chromatografii jonowej z bezposrednia
detekcja konduktometryczna wymaga zastosowania dodatkowego procesu, umozliwiajacego
usuniecie przewodnictwa eluentu bez naruszania badanych skladnikéw probki. Supresory
uzywane s3 jako specjalne kolumny umieszczone po kolumnie analityczne;.

Metale alkaliczne rozdzielano eluentem o charakterze kwasowym. Przewodnictwo
kwaséw w pordéwnaniu do ich soli jest do$¢ wysokie, dlatego dodatkowa reakcja supresji
nie jest konieczna. Oznaczanie metali alkalicznych realizowane jest z wykorzystaniem po-
$redniej detekcji przewodnosci, poniewaz eluent (kwas) posiada wyzsza przewodno$¢ niz
jego sol. Dlatego kationy wykrywane sg jako negatywne piki sygnatu. Zgodnie z zasada, ze
systemy zbierania danych nie mogg ilo§ciowo dobrze ocenia¢ pikéw negatywnych, kationy
oznaczane sg z funkcja odwrdcenia (Reverse) na detektorze konduktometrycznym. Po uru-
chomieniu funkcji Reverse odwracana jest polaryzacja sygnatu na wyjsciu detektora.

Metale ciezkie oznaczano metoda chromatografii jonowej z detekcja fotometryczng
reakcji postkolumnowej oddzielonego jonu z reagentem Zn-PAR.

3.2.2. Dostosowanie metodyki chromatograficznej do
oznaczania zanieczyszczen ropopochodnych zawartych
w skazonej glebie

Produkty ropopochodne stanowia jedno z gtéwnych zrédet skazenia gleby, dlatego
analiza tych zanieczyszczen jest powszechnie prowadzona przez laboratoria. Aktualnie nie
ma jednej znormalizowanej, calo$ciowej metodyki umozliwiajacej identyfikacje i ilosciowe
oznaczania wszystkich rodzajow zanieczyszczen ropopochodnych w glebie. Réznorodno$é
produktow ropopochodnych, ktére moga by¢ zrodlem skazen, skomplikowany sktad (wie-
loskladnikowe mieszaniny, w ktoérych tylko nieliczne indywidua wystepuja w stezeniach
wiekszych niz 1% wag.) i zréznicowane wlasciwosci poszczegdlnych produktéw naftowych
powoduja duze trudno$ci analityczne.

Analiza zanieczyszczen ropopochodnych w glebie jest skomplikowana procedura,
w sklad ktdrej wchodza etapy:

o pobieranie i wstepne przygotowanie probek do analizy;

o izolacja i/lub wzbogacanie analitéw;

« identyfikacja i ilo§ciowe oznaczenie analitow;

o kalibracja stosowanych urzadzen pomiarowych i statystyczna obrébka
danych.
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3.2.2.1.Izolacja ropopochodnych skladnikéw z gleby

Zastosowanie metodyki chromatograficznego oznaczania substancji ropopochodnych
w glebach wymaga przeprowadzenia oznaczanych skladnikow z gleby do innej matrycy.
Najczesciej izolacje i wzbogacanie analitéw prowadzi si¢ metodami ekstrakcyjnymi. Sto-
sowane sa rowniez modyfikacje poprzez wprowadzenie nowych technik w celu: skrécenia
czasu ekstrakcji, zmniejszenia iloéci rozpuszczalnikéw, wydzielenia réznych grup analitow.
Nalezg do nich:
o ekstrakcja sekwencyjna — wielokrotna ekstrakcja kolejno réznymi
rozpuszczalnikami specyficznymi do danej frakeji;
o sonifikacja — wspomaganie ekstrakcji ultradzwiekami
(U.S. EPA Method 3550C, ultrasonic extraction);
o wspomaganie ekstrakcji promieniowaniem mikrofalowym
(U.S. EPA Method 3546 microwave extraction);
o ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym;
o ckstrakcja przyspieszona w podwyzszonej temperaturze i pod
zwigkszonym ci$nieniem (T = 120°C, p = 14 MPa) [42, 185, 197].

Wydzielony metodg ekstrakcyjna analit wymaga oczyszczenia z interferentéw. Dogod-
ng i dokladng metode oczyszczania analitu stanowi ekstrakcja na ztozu sorpcyjnym SPE
(Solid Phase Extraction). Podczas ekstrakeji do fazy stalej sktad probki, faza stacjonarna
i faza ruchoma musza by¢ tak dobrane, aby (znajac rozpuszczalno$¢ i oddzialywania grup
funkcyjnych miedzy wymienionymi wyzej elementami uktadu) zapewni¢ zatrzymanie badz
wymycie analitu z kolumienki. Efekt ten mozna osiagna¢ poprzez [40]:

o selektywne wymywanie — kolumienke (po naniesieniu probki) przemywa

sie takg objetoscig rozpuszczalnika, aby usungé zanieczyszczenia, pozo-
stawiajac na niej anality;

o selektywng elucje — wymycie analitow rozpuszczalnikiem, ktéry nie elu-

uje silnie zatrzymanych na sorbencie interferentow.

Procedura ekstrakcji do fazy stalej sktada sie z kilku nastepujacych po sobie
etapow:
« Kondycjonowanie ztoza w celu aktywacji/dezaktywacji ztoza sorbentu
przed naniesieniem probki. Rodzaj i warunki kondycjonowania zalezg od
stosowanego ztoza oraz rodzaju probki.
« Dozowanie probki z predkoscia przeptywu dozowanej probki <5 ml/min.
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« Wymywanie ztoza. W przypadku silnego zatrzymywania analitéw na zfo-
zu nastepuje usuniecie zwiagzkow niepozadanych przez wymycie ich ze
zloza. Nalezy tak dobra¢ rozpuszczalnik, aby nie powodowal wymywania
analitow.

o Elucja analitéw. Przemywanie ztoza niewielka objetoscia rozpuszczalnika
(2 ml), powodujacego elucje analitéw.

Dobér sorbentéw i rozpuszczalnikow do ekstrakeji ciecz—ciato stale dokonywane
jest na podstawie ich polarnoéci, jonizowalnosci i rozpuszczalnosci w wodzie lub rozpusz-
czalnikach organicznych (rys. 3.1).

Mechanizmy separacji:

NPC - chromatografia w normalnym ukladzie faz
LSC - chromatografia adsorpcyjna

RPC - chromatografia w odwréconym ukfadzie faz

Celem wykonania analiz chromatograficznych analitéw zawierajacych TPH i WWA
uprzednio uzyskane odpowiednimi metodami rozpuszczalnikowymi ekstrakty z zanie-
czyszczonych gleb poddano selektywnemu rozdzieleniu na kolumienkach SPE:

o ze ztozem Florisil - oczyszczenie ze zwigzkdéw polarnych wyekstrahowa-
nego z gleby analitu TPH;

o ze ztozem w postaci fazy laczonej CN/SiOH - selektywne wydzielenia
WWA z wyekstrahowanego z gleby analitu.

Rozdziat zwigzkéw na kolumienkach SPE prowadzono z wykorzystaniem systemu
prozniowego BAKER SPE do przygotowania prébek (fot. 3.1).

3.2.2.2. Metodyka oznaczania zanieczyszczen ropopochodnych TPH
w glebie

Referencyjne metodyki okreslania stezen zanieczyszczen gleby nie zostaly sprecy-
zowane, zatem obecnie nie ma zawartych w normach prawnych wytycznych odnoénie do
metod pomiarowych (zasady pomiaru i wymaganej precyzji metody), to za§ pozostawia
wykonawcom badan duzg swobodeg, ale tez naktada na nich obowiazek dobrania wlasciwych
warunkdéw cyklu badawczego zaczynajacego sie od etapu pobrania prob, a konczacego sie
na interpretacji wynikéw. Laboratoria wykonujace te badania, do czasu okre$lenia metod

79



Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazonych TPH i WWA pod katem opracowania technologii ich bioremediacji

referencyjnych i opracowania norm, muszg stosowac sporzadzone i zwalidowane przez

siebie procedury.

Zwiazki organiczne rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych
Zwiazki organiczne Zwiazki organiczne
Matryca M.CZ. < 2000 M.CZ. > 2000
Polarnos¢ Polarna Umiarkowanie Niepolarna Niepolarna
analitu polarna
Zalecana Cyjano Zel Oktadecyl
faza staia Diol silikonowy Oktyl Butyl
- Amino Florisil Fenyl ity
1, 2 Amino MgO Cyjano
Mechanizm
separacji NPC LSC RPC RPC
Heksan Heksan Heksan Heksan
Eluent Chloroform Chloroform CH:Cl: CH:Ch
CH:Clz CHzCl2 Aceton Aceton
Aceton Octan Acetonitryl Acetonitryl
Metanol metylu Metanol Metanaol
Metanol Woda Woda
Mechanizmy separacji:
NPC — chromatografia w normalnym uktadzie faz
LSC — chromatografia adsorpcyjna
RPC - chromatograﬂa w odwmconym uktadzle faz

Rys. 3.1. Schemat doboru sorbentéw i rozpuszczalnikdéw do ekstrakeji substancji organicznych

metodg ciecz—cialo state [71]
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W celu uzyskania pelnej kontroli przebiegu procesu oczyszczania skazonej substan-
cjami ropopochodnymi gleby oraz przygotowania skutecznego biopreparatu z mikroor-
ganizméw opracowano metodyke chromatograficznego jakosciowego i ilosciowego ozna-
czania substancji ropopochodnych w glebie (TPH, n-Cs—n-Cys, pristan, fitan i Csy 17a(H),
21B(H)-hopan) [169, 170, 177].

Opierajac si¢ na danych literaturowych, przebadano rozpuszczalniki: tetrachlo-
rek wegla, dichlorometan, heksan + chlorek metylenu + chloroform w stosunku 1:1:1,
heksan + aceton w stosunku 1:1, heksan + dichlorometan w stosunku 1:1, chlorometan
[31, 73, 87, 108, 203, 204]. Jako optymalny rozpuszczalnik wytypowano dichlorometan,
dla ktérego osiagnieto stopien odzysku 85,7%. Stopient odzysku analitow okreélano za
pomocg standardu zastepczego, ktéorym byt o-terfenyl.

Izolacje analitéw prowadzono metoda rozpuszczalnikowy zmodyfikowana poprzez
wykorzystanie ultradzwigkdw. Zastosowanie w procesie ekstrakcji wspomaganej sonifikacja
spowodowalo zwickszenie stopnia odzysku do 95,9%. Dla uzyskania zagdanego odzysku anali-
tow z matrycy glebowej wskazane jest powtorzenie ekstrakeji (2-, 3-krotne) matymi porcjami
rozpuszczalnika. W okresie trwania procesu sonifikacji nie stwierdzono artefaktow.

Oczyszczanie analitow z substancji polarnych przeprowadzono przy zastosowaniu
kolumienek sorpcyjnych SPE wypelnionych sorbentem o nazwie florisil. Przed uzyciem
kolumienki wykondycjonowano zloze poprzez przemycie 2 ml metanolu, po czym - nie
dopuszczajac do wyschniecia zloza — naniesiono na nie wcze$niej wyekstrahowane sub-
stancje ropopochodne. Analit eluowano gradientowo za pomoca dichlorometanu, po czym
zatezono 1 wykonano analiz¢ chromatograficzna.

Analize zanieczyszczen ropopochodnych w badanej glebie, obejmujaca identyfikacje
oraz ilosciowe oznaczenie n-alkanéw (n-Cs—n-Cus), weglowodoréw z grupy izoprenoidow
(PriF), sumarycznej zawartosci zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) oraz biomarkera
Cso 17a(H), 21B(H)-hopanu, wykonano na chromatografie Clarus 500 GC firmy Perkin
Elmer, wyposazonym w kolumne kapilarng Quadrex 007-1 (30 m x 0,53 mm) firmy Restek,
przy przeptywie 20 ml/min helu jako gazu nosnego oraz przy zastosowaniu nastepujacych
parametréw temperaturowych dla weglowodordw alifatycznych:

o temperatura inzektora 290°C;

o temperatura detektora 320°C;

e programowana temperatura pieca:
» 30°C - przebieg izotermiczny 2 min,
» 30-105°C - przyrost temperatury 10°C/min,
» 105-285°C - przyrost temperatury 5°C/min,
» 285°C - przebieg izotermiczny 5 min,
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dla biomarkera Csy 17a(H), 21p(H)-hopanu zmodyfikowano program temperatu-
rowy:
» 30°C - przebieg izotermiczny 2 min,
» 30-105°C - przyrost temperatury 10°C/min,
» 105-320°C - przyrost temperatury 6°C/min,
» 320°C - przebieg izotermiczny 15 min.

Do oznaczania ilo§ciowego sumarycznej zawarto$ci TPH zastosowano zestaw
standardow kalibracyjnych firmy Tusnovic Instruments, za§ w przypadku ilo$ciowego
oznaczania poszczegdlnych n-alkanéw wchodzacych w sklad zanieczyszczen ropopo-
chodnych oparto si¢ na wzorcach certyfikowanych firm Supelco oraz Restek (mieszanina
wzorcowa nr D 2807 weglowodoréw n-parafinowych: n-Cs — n-Cy, oraz certyfikowanej
mieszaninie wzorcowej nr A 029668: Fuel Oil Degradation Mix n-C,s, pristan, n-Cys, fitan).
Jako biomarker zastosowano wzorzec certyfikowany Cs 17a(H), 21p(H)-hopan firmy

Supelco (wykres 3.1).

Cs017a(H), 21B(H)-hopan
(a)

—

Cz017a(H), 21B(H)-hopan

~ (b)

39.0 400 41.0 420 430 440 450
min

Wrykres 3.1. Chromatogram rozdzialu weglowodoréw z uwzglednieniem biomarkera Cs, 17a(H),
21B(H)-hopanu (a) — wzorzec certyfikowany firmy Supelco Nr 08189, (b) — mieszanina

weglowodoréw wyizolowanych z gleby wraz z hopanem
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W oznaczeniach TPH z gleby z gazowni klasycznej uwzgledniono podczas obliczen
stopient odzysku analitow i wspotczynnik ubytku masy gleby podczas suszenia. Poziom
detekcji stezen dla indywidualnych alkanéw wynosit 0,5-1,0 mg/kg s.m., a dla sumy TPH
1,0-10 mg/kg s.m.

Certyfikowany wzorzec (BAM KO010) firmy Tusnovic Instruments postuzyl do
sporzadzenia krzywej kalibracyjnej TPH w zakresie stezen 50-3000 mg/kg s.m. umozli-
wiajacej ilo§ciowe oznaczenie sumarycznej zawartosci zanieczyszczen ropopochodnych
(TPH). Wykonana seria analiz wykazatla, ze wzgledne odchylenia standardowe ksztaltuja
sie na poziomie 2,53-16,75%.

Przedstawione warto$ci niepewnosci wzglednej dla weglowodoréw mieszaniny wzor-
cowej w zakresie od n-Cs do n-Cy, ksztaltuja si¢ w granicach: 4,81-28,03%, co $wiadczy
o zadowalajacej dokladnosci stosowanej metodyki analitycznej (tab. 3.2).

Tabela 3.2. Zestawienie wzglednego odchylenia standardowego i niepewnosci wzglednej
okreslonej dla wykonanych chromatograficznych analiz wzorca D2887 Calibration Mix
(17 skladnikéw) firmy Supelco

Wzgledne od- Niepewnos¢

Wartoscz certy- . voce srednia Odchylenie

Sktadnik : rf:}l;a/r(t; ] [mg/kg] standardowe chggir;i.e[ os/:]an- wz?clysiina
n-Gg 60 60,112 1,523 2,53 4,90
n-G 60 60,203 1,725 2,87 481
n-Gg 80 80,016 2,957 3,70 5,40
n-G 80 80,126 3,252 4,06 5,62
n-Cio 120 119,758 4,969 4,15 6,81
n-Cyy 120 119,855 5,055 4,22 6,87
n-GC, 120 120,369 5,236 4,35 7,29
n-Ciy 120 120,052 5,458 4,55 7,79
n-Cys 100 100,112 4,997 4,99 7,20
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[mg/kg] [mg/kg] standardowe dard. [%] [%]
n-Cs 50 49,635 2,244 4,52 9,24
n-Cyo 20 19,898 1,125 5,65 10,81
n-Cy4 20 20,041 1,325 6,61 12,42
n-Cs 10 10,002 0,874 8,74 14,36
n-G;, 10 9,877 1,654 16,75 16,30
n-Gss 10 9,952 1,125 11,30 18,40
n-Cyo 10 9,906 1,388 14,01 21,18
n-Cuy 10 10,285 1,425 13,86 28,03

Analiza chromatograficzna umozliwia identyfikacje i ilosciowe oznaczenie zawartosci
weglowodoréw z grupy izoprenoiddéw, pristanu (Pr — 2,6,10,14-tetrametylopentadekan)
i fitanu (F - 2,6,10,14-tetrametyloheksadekan), ktore naleza do zwigzkéw trudno ulegaja-
cych biodegradacji. Zajmuja one charakterystyczne miejsca na chromatogramie - pristan
eluuje bezposérednio po n-Cy;, a fitan po n-Cs.

Zmiane warto$ci stosunkéw n-Cy;/Pr i n-Cys/F przyjeto jako wskaznik do oceny
stopnia biodegradowalnoéci zanieczyszczen ropopochodnych podczas prowadzonych
procesOw oczyszczania gleby.

W celu okreslenia doktadnosci i powtarzalnosci wykonywanych analiz chromato-
graficznych przeprowadzono seri¢ badan (30 analiz) certyfikowanego wzorca Nr A029668
firmy Restek o sktadzie:

n-Cy; 2000 mg/dm’;
Pr 1998 mg/dm’;
n-Cis 2000 mg/dm’;
F 2000 mg/dm’.
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Rozdzial analizowanych sktadnikéw przedstawia chromatogram zamieszczony na
wykresie 3.2.

Pr
n“cn n'c1s
—

T Im

20 25

Wrykres 3.2. Chromatogram rozdzialu mieszaniny
weglowodoréw Nr A029668 firmy Restek

Na podstawie uzyskanych danych z wykonanych analiz obliczono wzgledne odchy-
lenia standardowe [%] dla poszczegdlnych zwigzkdw zawartych w mieszaninie wzorcowej
Nr A029668.

Obliczone wartosci odchylenia standardowego wyrazone procentowo sg miarg
precyzji metody i zawierajg si¢ w granicach 3,925-4,521. Niepewnos$¢ wzgledna [%] ob-
liczona z uwzglednieniem niepewnosci oznaczen dla mieszaniny certyfikowanej wynosi

odpowiednio:
n—C17 6,22%)
Pr 6,53%;
I’I—Clg 6,82%,
F 6,67%.
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Obliczone wartosci niepewnosci oznaczen powyzszych zwiazkow swiadcza o wysokiej
precyzji zastosowanej metody analitycznej, dzigki czemu moze by¢ ona stosowana do okre-
$lania stopnia biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych w glebie z wykorzystaniem
wartosci wskaznikéw n-C,,/Pr i n-C,s/E. W celu okreslenia doktadno$ci i powtarzalnosci
wykonywanych analiz chromatograficznych przeprowadzono seri¢ badan pozwalajacych na
okreslenie odchylenia standardowego Cs, 17a(H), 213(H)-hopanu, ktére ksztaltowato sie
na poziomie 9,26-10,24%.

3.2.2.3. Metodyka oznaczania wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych w glebie

Sposréd licznej grupy wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA)
oznaczeniu podlega 16 WWA, ktére sa zamieszczone na liScie amerykanskiej Agencji
Ochrony Srodowiska (EPA). Wéréd nich najwyzsza rakotwérczo$cia i mutagennoscia
cechuja sie 5- i 6-pierscieniowe WWA, a szczeg6lnie benzo(a)piren.

Metodyka oznaczania WWA nalezy do niezmiernie trudnych i skomplikowanych
procesow, obejmuje etapy: poboru i przygotowania probki do analizy, ekstrakeji analitow,
zatezania, doboru metod rozdzialu, identyfikacji oraz ilo§ciowego oznaczenia poszcze-
golnych WWA. Analiza WWA jest niezmiernie wazna w procesach monitorowania prze-
biegu ich biodegradacji w skazonej glebie. Stanowi tez jedno z podstawowych narzedzi
przy sporzadzaniu biopreparatéw zdolnych do biodegradacji weglowodoréw, umozliwia
bowiem oceng efektywnosci opracowanego biopreparatu.

Analize chromatograficzng analitu wykonano na chromatografie gazowym z detekto-
rem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/FID) Clarus 500 firmy Perkin Elmer wyposazonym
w kolumne kapilarng RTX-440 (50 m x 0,25 mm) firmy Restek. Obejmowata ona ozna-
czenie 16 WWA oraz sumy wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWAs)
i biomarkera -Csy 17a(H), 21 (H)-hopanu, stosowanego do oceny kinetyki biodegradacji
poszczegolnych zidentyfikowanych WWA, i zostala przeprowadzona w nast¢pujacych
warunkach pracy:

o temperatura inzektora PPS 320°C;

o temperatura detektora 320°C;

e programowana temperatura pieca;
» 40°C - przebieg izotermiczny,
» 40-240°C - przyrost temperatury 30°C/min,
» 240-320°C - przyrost temperatury 8°C/min,
» 320°C - przebieg izotermiczny 10 min.
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Do identyfikacji 16 WWA oraz ich ilo§ciowego oznaczenia zastosowano zestaw
standardow kalibracyjnych firmy Restek: mieszaniny certyfikowane zawierajace 16 WWA
rozpuszczone w dichlorometanie:

Nr 31011 - kazdy WWA - 2 000 pg/cm?

Nr 31264 - WWA w zakresie 500 — 1000 pg/cm’;

Nr 31455 - WWA w zakresie 100 - 2 000 pg/cm?>.

Wryniki analiz chromatograficznych certyfikowanych mieszanin postuzyly do spo-
rzadzenia krzywej kalibracyjnej (w programie TurboChrom 6.1), umozliwiajacej ilosciowe
oznaczenie poszczegdlnych WWA. Jako wzorzec biomarkera zastosowano certyfikowany
biomarker — Csy 17a(H), 21B(H)-hopan firmy Supelco.

W celu przetestowania przedstawionej metodyki chromatograficznego oznaczania
WWA z wykorzystaniem chromatografu GC Clarus 500 wykonano analize certyfikowanej
mieszaniny wzorcowej (wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne WWA w glebie firmy
BAM-ERM-CCO013), ktéra potwierdzita poprawno$¢ doboru opracowanej metodyki. Uzy-
skane wyniki analizy chromatograficznej i obliczona niepewno$¢ ich oznaczen s3 zgodne
z certyfikatem testowanej mieszaniny wzorcowej. Wyniki analizy chromatograficznej wraz
z czasami retencji zidentyfikowanych WWA przedstawiono w tabeli 3.3.

Warunkiem koniecznym do prawidlowego przeprowadzenia procesu analizy WWA
jest ich wyizolowanie z badanej probki gleby. Dane literaturowe wskazuja, ze WWA z gleb
mozna wyekstrahowa¢ za pomoca wielu rozpuszczalnikéw, m.in.: eteru naftowego (w aparacie
Soxhleta badz ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami), cykloheksanu i dichlorometanu
(5:1 V/V) (ekstrakcja wspomagana sonifikacja), dichlorometanu (w aparacie Soxhleta,
nastepnie sukcesywny rozdzial WWA na kolumienkach z wypelnieniem alumina/silica gel
z zastosowaniem n-heksanu, po czym mieszaniny chlorek metylenu:n-heksan (2:1 V/V))
[20, 115, 160, 213].

Na podstawie doniesien literaturowych opisujacych procedury ekstrakcji WWA
z gleb opracowano optymalng metodyke, dostosowujac ja do wyposazenia posiadanego
w laboratorium Zaktadu Technologii Eksploatacji Ptynéw Ztozowych INiG - PIB. Obej-
muje ona:

 izolacje analitu (WWA), poprzez zastosowanie ciaglej ekstrakeji (Soxh-
let), za pomocg eteru naftowego (frakcja 40-60°C) i zatezenie probki do
objetosci 5 ml;

o wydzielenie frakcji WWA przy zastosowaniu dwufazowych kolumienek
Barkarbord SPE PAH Soil zawierajacych fazy: 500 mg cyjano/100 mg
Silica Gel;
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o elucje WWA z zastosowaniem mieszaniny rozpuszczalnikéw 3 x 3 ml
acetonu i toluenu w stosunku 3:1;
o oczyszczenie analitu z wykorzystaniem kolumienki SPE z fazg Florisil.

Tabela 3.3. Zestawienie zidentyfikowanych WWA oraz WWAs oznaczonych
chromatograficznie z certyfikowanej mieszaniny wzorcowej
(WWA w glebie firmy BAM-ERM-CCO13)

Sktadnik WWA certyfikowanej (zas retengji Zawartos¢ Nlez‘:lz\le(:,fé
mieszaniny wzorcowej [min] [mg/kg s.m.] p < 0,05
1. | Naftalen (N) 571 2,73 +0,41
2. | Acenaftalen (Acl) 7,05 1,65 +0,15
3. | Acenaften (Ac) 718 2,22 +0,20
4. | Fluoren (Fluo) 7,65 2,68 +0,25
5. | Fenantren (Fen) 8,52 13,51 +0,92
6. | Antracen (A) 8,61 3,73 +0,18
7. | Fluoranten (F) 9,63 15,93 +0,79
8. | Piren (Pir) 9,81 12,92 +1,01
9. | Benzo(a)antracen (BaA) 11,80 7,38 +0,80
10. | Chryzen (CH) 11,92 6,74 +0,75
11. | Benzo(b)fluoranten (BbF) 13,97 7,36 +0,68
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Sktadnik WWA certyfikowanej Czas retengji Zawartos¢ Niepewno,s'c’
mieszaniny wzorcowej [min] [mg/kg s.m.] (I)Jz:aglzgg
12. | Benzo(k)fluoranten (BkF) 14,25 3,87 +0,42
13. | Benzo(a)piren (BaP) 14,74 7,77 +0,65
14. | Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 17,15 1,79 +0,34
15. | Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 17,21 5,21 +0,48
16. | Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 17,92 5,44 +0,27
17. | Suma (WWAs) - 100,93 +6,62

Operacje te przeprowadzano na zestawie do ekstrakcji metoda SPE firmy Baker
(fot. 3.1).

Efektywno$¢ stosowania opracowanej metodyki izolacji WWA z gleby (metoda A)
okreslono poprzez poréwnanie jej z innymi (metody: B i C), proponowanymi w literaturze.
Wyniki analiz chromatograficznych poszczegdlnie wydzielonych analitéw przedstawiono
w tabeli 3.4 i na wykresie 3.3. Ponadto na wykresie 3.4 pokazano chromatogram rozdzialu
zidentyfikowanych WWA oraz biomarkera C30 17a(H), 21p(H)-hopanu z badanej probki
gleby.

Metoda A ... opracowana metodyka z zastosowaniem jako rozpuszczalnika
eteru naftowego.

Metoda B........... zastosowanie jako rozpuszczalnika mieszaniny heksan:aceton
w stosunku 2:1 i wydzielenie frakcji aromatycznej w kolumien-
kach z fazami AL,O5/SiO..

Metoda C......... zastosowanie jako rozpuszczalnika mieszaniny heksan:dichloro-
metan w stosunku 1:1 i oczyszczenie na kolumience wypelnio-
nej tlenkiem glinu.
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Tabela 3.4. Poréwnanie zawartosci zidentyfikowanych WWA przy zastosowaniu réznych
ukladow ekstrahentow i sposobu izolacji frakcji aromatycznej w glebie

Zawartos¢ WWA Zawartos¢ WWA Zawartos¢ WWA

Sktadnik WWA [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.]
Metoda A Metoda B Metoda C

1. | Naftalen (N) 10,13 11,47 8,61
2. | Acenaftalen (Acl) 15,97 17,86 15,99
3. | Acenaften (Ac) 21,37 20,14 19,39
4. | Fluoren (Fluo) 1,57 10,47 11,45
5. | Fenantren (Fen) 86,34 75,32 58,75
6. | Antracen (A) 89,33 101,66 87,35
7. | Fluoranten (F) 155,33 173,49 133,36
8. | Piren (Pir) 146,11 167,67 123,78
9. | Benzo(a)antracen (BaA) 138,02 143,13 107,22
10. | Chryzen (CH) 108,58 112,67 96,15
11. | Benzo(b)fluoranten (BbF) 200,67 167,65 135,52
12. | Benzo(k)fluoranten (BKF) 77,46 68,65 59,73
13. | Benzo(a)piren (BaP) 107,50 91,76 68,65
14. | Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 81,09 69,75 47,51
15. | Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 19,97 11,26 9,02
16. | Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 75,32 53,25 3333
17. | Suma (WWAs) 1711,47 1581,26 1398,10

Stopien odzysku 93,1% 86,0% 76,1%
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W wyniku zastosowania réznych ukladéw rozpuszczalnikdéw i sposobow izolacji
WWA uzyskano nieznacznie réznigce si¢ wyniki (tab. 3.4, wykres 3.3). Poréwnujac izolacje¢
WWA za pomocg metod A i B, nalezy stwierdzi¢, ze izolacja frakeji organicznej uzyskana
w wyniku zastosowania metody B byla bardziej skuteczna w przypadku: naftalenu (N)
0 13,2%, acenaftalenu (Acl) o 11,8%, antracenu (A) o 13,8%, fluorantenu (Fen) o 11,7%,
pirenu (Pir) o 14,8%, benzo(a)antracenu (BaA) o 3,7%, chryzenu (CH) o 3,8%. Natomiast
w przypadku weglowodoréw o wyzszej liczbie pier§cieni w czasteczce wyizolowano znacz-
nie nizsze ich zawartosci. W przypadku zastosowania do ekstrakeji uktadu rozpuszczal-
nikéw: heksan:dichlorometan w stosunku 1:1 (metoda C) wyizolowano znacznie nizsze
ilo$ci poszczegélnych WWA w poréwnaniu z metodami A i B. Poréwnujac wyniki analiz
chromatograficznych wyizolowanych WWA, nalezy stwierdzi¢, ze najwyzszy stopien od-
zysku frakcji aromatycznej uzyskano dla metody A. W zwiazku z powyzszym zostata ona
wytypowana jako optymalna do izolacji WWA z gleb.
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Wrykres 3.3. Poréwnanie zawarto$ci zidentyfikowanych WWA przy zastosowaniu réznych

ukladow ekstrahentow i sposobu izolacji frakcji aromatycznej z gleby
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Wykres 3.4. Chromatogram rozdziatu zidentyfikowanych wielopier§cieniowych
weglowodoréw aromatycznych (16 WWA) oraz biomarkera C30 17a(H), 213(H)-hopanu
z badanej prébki gleby

W celu przetestowania opracowanej metodyki chromatograficznego oznaczania WWA
w glebie wykonano seri¢ 10 analiz i obliczono wzgledne odchylenie standardowe [%],
ktérych wyniki przedstawiono w tabeli 3.5.

Wzgledne odchylenie standardowe [%] dla poszczegdlnych zidentyfikowanych WWA
ksztaltowato si¢ na poziomie 6,68-24,36%, co §wiadczy o zadowalajacej dokladnosci
i precyzji opracowanej metodyki.

3.2.3. Badania toksykologiczne

Oceng skuteczno$ci stosowanych zabiegoéw remediacyjnych w procesie oczyszczania
gleby, obok okreslania st¢zenia toksykantu, prowadzono na podstawie wynikow testow
toksykologicznych. Probki gleby analizowano, stosujac pie¢ mikrobiotestéw z organizma-
mi nalezacymi do trzech poziomoéw troficznych: producentéw (PhytotoxKkit i Spirodela
Duckweed Toxkit), konsumentéw (Ostracodtoxkit) oraz reducentéw (Microtox STP)
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(tab. 2.3). Wykonano réwniez test oceny ryzyka $rodowiskowego MARA oraz test geno-
toksyczno$ci Amesa. Badania prowadzono zgodnie ze standardowymi procedurami.

Tabela 3.5. Zestawienie warto$ci wzglednego odchylenia standardowego RSD [%] dla
serii analiz (10) WWA wyizolowanych z prébki gleby

0Oznaczany sktadnik Wzgledne odch;zgie standardowe

[%]
1. Naftalen (N) 6,68
2. Acenaftalen (Acl) 7,02
3. Acenaften (Ac) 7,82
4. Fluoren (Fluo) 8,07
5. Fenantren (Fen) 739
6. Antracen (A) 9,33
7. Fluoranten (F) 11,28
8. Piren (Pir) 13,85
9. Benzo(a)antracen (BaA) 15,64
10. Chryzen (CH) 14,82
11. Benzo(b)fluoranten (BbF) 17,57
12. Benzo(k)fluoranten (BkF) 16,88
13. Benzo(a)piren (BaP) 17,15
14. Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 16,25
15. Hopan 9,18
16. Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 22,54
17. Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 24,36
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Material do badan stanowila gleba zanieczyszczona substancjami ropopochodny-
mi, stosowana w prowadzonym procesie jej oczyszczenia w warunkach ex situ. Badania
wykonano w poczatkowej fazie testu oraz po jego zakonczeniu (po 300 dniach). Test
Ostracodtoxkit prowadzono na probkach gleb, natomiast do przeprowadzenia pozostalych
testow stosowano ekstrakty wodne sporzadzone z poszczegélnych gleb w proporcjach
gleby do wody 1:10 (m:m). Otrzymane wyniki toksycznosci podano jako procent re-
akcji testowej. Wyniki przeprowadzonych testéw zostaly przedstawione jako wartos$ci
toksyczno$ci EC50, ktére mozna réwniez wyrazi¢ w postaci jednostek toksycznosci
TU = 100/EC50.

3.2.3.1. Test fitotoksycznosci Phytotoxkit

Phytotoxkit nalezy do testow oceny toksycznosci chronicznej i jest oparty na ocenie
kietkowania oraz wczesnego wzrostu roélin metoda analizy obrazu. W badaniu tym wyko-
rzystywane sg trzy rodzaje roslin wyselekcjonowane ze wzgledu na szybkosé¢ kietkowania
i szybko$¢ wzrostu korzeni, co umozliwia wykonanie pelnego oznaczenia toksycznosci
w ciaggu trzech dni inkubacji:

« jednoli$cienne sorgo (Sorghum saccharatum);
o dwuli$cienna rzezucha (Lepidium sativum);
o dwuli$cienna gorczyca (Sinapis alba).

Oznaczenie przeprowadzano w trzech powtdrzeniach dla kazdej roéliny testowe;j.
Badania wykonywano w polistyrenowych, przezroczystych ptytkach testowych.

Warunki inkubacji: temperatura T = 25°C w ciemnosci, czas inkubacji t = 72 h.

Reakcja testowa: zahamowanie kietkowania oraz wczesnego wzrostu korzenia.

Wykonanie testu

» Przygotowanie plytki w liczbie n = (liczba badanych prébek + 1) - liczba
testowanych roélin.

» Nawodnienie probki gleby oraz gleby kontrolne;.

o Naniesienie okolo 90 ml gleby na dolng cze$¢ plytki; umieszczenie papie-
rowego filtra na wierzchu nasgczonej gleby.

o Umieszczenie 10 nasion w jednej linii (okoto 1 cm od $rodka plytki)
w réwnych odstepach i przykrycie plytki.

o Umieszczenie plytek pionowo w stojaku i inkubowanie ich w temperatu-
rze 25°C przez 72 h.
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o Po 72 h wykonanie zdjecia plytek z wykietkowanymi roslinami.
o Wykonanie réwnolegle trzech powtdrzen.

Odczyt wynikow

Rejestracja wygladu plytki testowej na koncu trwania testu moze by¢ wykonana
przy uzyciu aparatu cyfrowego lub plaskiego skanera (fot. 3.2). Do niniejszej analizy ob-
razu uzyto programu Image]. W pierwszym jej etapie policzono liczbe wykietkowanych
nasion i obliczono procent kietkowania. Nastepnie zmierzono dtugo$¢ korzenia kazdej
ro$liny, po czym obliczono procentowe zahamowanie wzrostu korzenia w stosunku do
probki kontrolnej.

Lepidium sativum Sorghum saccharatum Sinapis alba

Fot. 3.2. Przykladowy obraz wzrostu testowanych roélin w tescie Phytotoxkit

na probce gleby kontrolnej

Standardowy test Phytotoxkit analizuje dwa efekty w glebie badanej w odniesieniu
do gleby kontrolnej, analogicznie do normy ISI 11269-1 ,,Okreélenie efektéw skazenia
gleby — Czes¢ I: Metoda pomiaru zahamowania wzrostu korzeni”.

3.2.3.2. Spirodela Duckweed Toxkit

Mikrobiotest oceny toksycznosci Spirodela Duckweed Toxkit jest testem zahamowa-
nia (lub braku) wzrostu wodnych rosélin wyzszych Spirodela polyrhiza. Pozwala on oceni¢
hamowanie wzrostu kietkujacych turionéw po trzech dniach ekspozycji na substancje
toksyczne lub prébki skazonej wody, w odniesieniu do probki kontrolnej, ktora przebiega
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w nietoksycznej pozywce. Wzrost roélin okreslany jest poprzez pomiar powierzchni pierw-
szych lisci w czasach t = Oh i t = 72h, przy uzyciu programu do analizy obrazu. Na podstawie
otrzymanych wynikéw oblicza si¢ zahamowanie wzrostu roélin (72 h EC50). Badania prze-
prowadzane sg w 48-dotkowej mikroptytce, w pieciu stezeniach badanego toksykantu, kazde
w o$miu powtorzeniach. Organizmy testowe dostarczane w postaci pakow przetrwanych
(turionéw) moga by¢ przechowywane przez kilkanascie miesiecy, a na zadanie ozywiane
w celu gotowosci do przeprowadzenia testu. Wysokiej jakosci turiony sa produkowane
w $cisle okreslonych warunkach wykluczajacych zréznicowanie zwigzane z hodowla zy-
wych organizméw w konwencjonalnych biotestach. Jednorodne, wysokiej jakosci medium
wzrostowe, wykorzystywane jako kontrola oraz do wykonania rozcienczen, jest uzyskane
przez proste rozcienczenie stezonych roztwordw ,,Steinberg medium” wodg dejonizowana.
Ponadto badanie prowadzi si¢ w standaryzowanych mikroptytkach testowych wykonanych
z obojetnego biologicznie materialu, zapewniajacego jednorodne warunki naswietlania.

Precyzja standaryzowanego testu opartego na rzesie Spirodela polyrhiza zostata
okreslona w miedzynarodowym poréwnaniu laboratoryjnym, w ktérym wzieto udziat
ponad 50 laboratoriow z 20 krajow.

Wykonanie testu
1) Przygotowanie organizméw i pozywki do rozcienczen:

» sporzadzenie pozywki wzrostowej Steinberg (wg ISO 20079);

» przeniesienie przetrwalnych pakow (turiondw) rzesy Spirodela polyr-
hiza na plytke Petriego, w ktorej nastapi ich kielkowanie w pozywce
wzrostowe;j.

2) Kietkowanie turionéw.

» Inkubowanie plytki z turionami w pozywce wzrostowej Steinberg
przez okres trzech dni w temperaturze 25°C przy ciagltym o$wietleniu
6000 Ix.

3) Przygotowanie serii pigciu toksycznych rozcieniczen zgodnie ze
standardowa procedurg.

» Material badawczy stanowily ekstrakty wodne uzyskane poprzez jed-
nodobowy kontakt badanych prébek gleb z woda w stosunku 1:10.

4) Napelnienie plytki testowej toksycznymi rozcieficzeniami.

» przeniesienie po 1 ml pozywki wzrostowej Stainberg do kazdego
z oémiu dotkéw rzedu kontrolnego plytki testowej (rzad A);

» przeniesienie po 1 ml roztworéw toksycznych do kazdego z o$miu
dotkéw rzedu plytki testowej — jeden rzad plytki testowej dla jednego
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rozcienczenia toksycznego roztworu (rzedy B-F). Kolejne rzedy plytki
testowej nalezy napetnia¢ wzrastajacymi stezeniami toksycznych roz-
cienczen badanego roztworu - rzad F plytki testowej zawiera najwyz-
sze stezenie toksykantu.

5) Przeniesienie kietkujacych turionéw do dotkéw testowych:

» kietkujace turiony nalezy przenie$¢ (uzywajac specjalnej szpatulki) po
jednym do kazdego z dotkow testowych w 48-dolkowej plytce, zawie-
rajacej toksyczne rozcienczenia;

» wykonywanie cyfrowego zdjecia plytki oraz jego transfer do kompute-
ra — obraz plytki w czasie tOh.

6) Inkubacja plytki testowej:

» inkubowanie przykrytej ptytki testowej trwa 3 dni w temperaturze
25°C, przy ciaglym oswietleniu 6000 Ix;

» wykonywanie cyfrowego zdjecia plytki i jego transfer do komputera -
obraz plytki w czasie t72h. Przykladowy obraz plytki z badanymi rosli-
nami po zakoniczeniu testu przedstawiono na fot. 3.3.

Fot. 3.3. Przykladowy obraz wzrostu testowanych roslin Spirodela polyrhiza w teécie
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7) Pomiar powierzchni listkow.

» Rozmiar pierwszych listkéw (powierzchnia) rzesy w dotkach
testowych jest okreslany bezposrednio na podstawie zdje¢ wy-
konanych na poczatku testu i po 3 dniach inkubacji, przy uzyciu
programu do analizy obrazu (np. Image]).

8) Opracowanie danych.

» Wzrost rzesy jest obliczany przez odjecie $redniej ,,poczatkowej”
wielko$ci pierwszych listkéw od $redniej ,,.koncowej” wielkosci
listkéw w probie kontrolnej i toksycznych rozcienczeniach. Na
podstawie otrzymanych wynikéw oblicza si¢ procentowe za-
hamowanie wzrostu roélin w odpowiednich rozcieficzeniach
toksykantu oraz wyliczana jest wartos¢ 72h EC50 z 95-proc. po-

ziomem ufno$ci.

Kryterium uznania testu za wazny jest warto$¢ sredniego wzrostu pierwszych list-
kéw w dotkach w rzedzie kontroli po trzech dniach inkubacji w temperaturze 25°C przy
o$wietleniu 6000 Ix ($rednia t72h-tOh) wyzsza lub réwna warto$ci 10 mm?

3.2.3.3.Test bezposredniego kontaktu (TBK) Ostracodtoxkit F

Test Ostracodtoxkit F nalezy do testow bezpoéredniego kontaktu (TBK) oceny toksycz-
nosci chronicznej z wykorzystaniem skorupiaka (Heterocypris incongruens) (fot. 3.4).

Biotest ,,pierwszego kontaktu” jest przeprowadzany przy uzyciu mtodych dennych
skorupiakéw Heterocypris incongruens (matzoraczki) wylegtych z cyst przetrwalnikowych
w ciagu 52 godzin (zgodnie z procedura producenta). Po sze$ciu dniach przechowywania
w osadzie procentowo okresla sie ich $miertelno$¢ oraz zahamowanie wzrostu w odnie-
sieniu do rezultatéw uzyskanych w kontakcie z nietoksycznym osadem kontrolnym. Test
przeprowadzany jest na plytkach z sze$§cioma dotkami (3 x 2), czas inkubacji: sze§¢ dni

w temperaturze 25°C.

Wykonanie testu
o Przygotowanie standardowej pozywki; rozpoczecie na 52 godz. przed
realizacjg testu wylegu organizméw. Inkubacje nalezy prowadzi¢ w temp.
25°C przez 48 godz., w ciaglym os$wietleniu (zrédlo $wiatta 4000 Ix).
o Przygotowanie zawiesiny glonéw o stezeniu ok. 1,5-10” komoérek/cm?

(wg dostarczonej procedury).
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o Wprowadzenie do wszystkich cel ptytki testowej po 2 cm® standardowej
pozywki, 1 cm?® gleby, 2 cm?® zawiesiny glonéw oraz po 10 szt.
malzoraczkéw. Procedure zastosowad réwniez do plytki testowej
z glebg kontrolna.

o Inkubowanie przygotowanych zgodnie z powyzszymi wytycznymi ptytek
testowych w temperaturze 25°C, w ciemni, przez okres szesciu dni.

Fot. 3.4. Obraz skorupiaka (Heterocypris incongruens)

Interpretacja wyniku

o Obliczenie usmierconych organizméw w kazdym kubku ptytki testowej
z osadem kontrolnym i osadem testowym. Liczba ta jest okreélana przez
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selekcje zywych organizmoéw znalezionych w kazdym kubku, rozpoczy-
najac od poczatkowej liczby 10 organizmow.

« Obliczenie $redniej §miertelno$ci dla wszystkich powtdrzen z osadem
kontrolnym i osadem testowym z odchyleniem standardowym i wspét-
czynnikiem zmiennosci.

» Obliczenie $redniej dtugosci 10 (nowo wyleglych) organizmoéw zmierzo-
nych na poczatku testu (L,).

o Obliczenie $redniej dtugosci zywych organizméw zmierzonych po sze-
$ciu dniach w kazdym kubku z osadem kontrolnym (L) i osadem testo-
wym (Lg).

o Obliczenie $redniej wartosci przyrostu dtugosci bioindykatorow
AL = Ls - L.

o Obliczenie zahamowania procentowego wzrostu bioindykatoréw w osa-
dzie testowanym wg wzoru (1):

% zahamowania wzrostu = 100 — (ALpaa/ALkonsr) * 100 (1)

o Jesli $miertelnos¢ bioindykatoréw przekracza 50%, efekt przezyciowy
(obnizenie przyrostu matzoraczkow) nie jest brany pod uwage i w tabeli
wstawia sie znak ,,X”.

Kryteria przeprowadzanego testu
« Sredni % $miertelno$ci w probce kontrolnej nie moze przekraczaé 20%.
« Sredni przyrost dtugosci testowanych organizméw (Heterocypris incon-
gruens) w probce kontrolnej musi wynosi¢ przynajmniej 400 pm.

3.2.3.4. Microtox Solid Phase

Microtox Solid Phase (test do fazy stalej) to test bezposredniego kontaktu oceny
ostrej z wykorzystaniem bakterii luminescencyjnych Vibro fischeri, ktore w normalnych
warunkach zuzywaja okoto 10% metabolizmu na wytworzenie $wiatta. Test jest produko-
wany przez firme SDI Strategic Diagnostics Incorporated (USA) i rozprowadzany w Polsce
przez firme Tigret. Zakupione liofilizowane bakterie moga by¢ przechowywane przez
rok w temperaturze —20°C i uzyte do testu w kazdej chwili po zawieszeniu ich w wodzie
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dejonizowanej. Bakterie umieszczone w plynie do rozcienczen (2% NaCl) $§wiecg ze stalg
intensywnoscia przez okres 1-1,5 godz. Wrazliwo$¢ testu, oceniona na ponad 1300 zwigz-
kéw chemicznych, w wigkszosci przypadkow jest zblizona do wrazliwosci organizmow
wyzszych (skorupiaki, ryby). W chwili obecnej jest on prawdopodobnie najczesciej stoso-
wanym testem bioindykacyjnym, a jednocze$nie najlepiej poznanym.

Reakcja testowa na obecno$¢ substancji toksycznych jest obnizenie si¢ poziomu
luminescencji (§wiecenia probki). Test ten wykonuje sie¢ wedlug standardowej procedury
przy uzyciu analizatora Delta TOX, umozliwiajacego w trybie TOX badanie toksyczno-
$ci: Q-TOX - pomiar szybkiej toksycznosci - test skriningowy pozwalajacy na uzyskanie
orientacyjnej informacji o poziomie toksycznosci probki oraz B-TOX - standardowa
procedura przesiewowa z rozcienczeniami dla probek toksycznych:

2% B-TOX probki silnie toksyczne;
45% B-TOX probki $rednio toksyczne;
81,9% B-TOX probki stabo toksyczne.

Czas inkubacji: 15 minut.

Przygotowanie probki do badan

Ekstrakty wodne z gleb przeznaczonych do badan toksykologicznych testem Mi-
crotox Solid Phase przygotowuje sie poprzez zmieszanie 7 g gleby w zlewce plastikowe;j
i dodanie odczynnika Microtox SPT Diluent (3,5% NaCl) w ilosci 35 ml. Probke nalezy
homogenizowa¢ w sonifikatorze przez 1 minute, a nastepnie miesza¢ na mieszadle ma-
gnetycznym 20 minut. Po przesaczeniu przez filtr bedacy w zestawie (filtr membranowy
0,22 um) nalezy przeprowadzi¢ test z bakteriami Vibro fischeri.

Wynikiem testu jest warto$¢ EC50, czyli stezenie prébki powodujgce obnizenie
luminescencji o 50%. Nastepnie EC50 jest przeliczane wedlug wzoru (2) na jednostki
toksyczno$ci TU.

TU = 100/ EC50 (2)

Test Microtox Solid Phase umozliwia bezposredni kontakt bakterii luminescencyjnych
z prébka gleby, co pozwala na wykrycie nie tylko substancji toksycznych rozpuszczonych
w wodzie, ale takze zwigzkow lipofilnych i stabo rozpuszczalnych w wodzie.
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3.2.3.5. Test ryzyka srodowiskowego MARA

Test MARA (Microbial Assay for Risk Assessment — test oceny ryzyka srodowiskowe-
go) to innowacyjny system oceny toksyczno$ci chronicznej probek, wykorzystujacy jako
bioindykatory 10 organizméw prokariotycznych — bakterii o réznej taksonomii i jeden
eukariotyczny — drozdze. W tescie MARA wykorzystywane sg szczepy bakterii: Micro-
bacterium species Brevundimonas diminuta, Citrobacter freundii, Comamonas testosteroni,
Entrococcus casseliflavus, Delftia acidovorans, Kurthia gibsoni, Staphylococcus warneri,
Pseudomonas aurantiaca, Serratia rubidaea oraz Pichia anomala.

Liofilizowane bioindykatory umieszczone sa przez producenta w celkach polisty-
renowej, 96-dotkowej ptytki, ktora jest nastepnie pakowana hermetycznie w warunkach
aseptycznych. Dzieki temu, w przypadku testu MARA nie jest konieczne prowadzenie
hodowli organizméw testowych wymagajacej odpowiedniego zaplecza mikrobiologicz-
nego, co generowaloby dodatkowe koszty. Wykonanie testu wymaga jedynie zastosowa-
nia 4-godzinnego etapu wstepnej inkubacji (temp. 30°C) majacego na celu ozywienie
mikroorganizmdw ze stanu wymrozenia oraz 18-godzinnej inkubacji w celu wykonania
testu (zapewnienie warunkow wilgotnosci i temperatury optymalnych do rozwoju mi-
kroorganizmoéw).

Zastosowanie do oceny toksycznosci probki mikroorganizmoéw, ktérych niewielkie
rozmiary umozliwiaja przeprowadzenie testu jednocze$nie na milionach organizmoéw
testowych zebranych na niewielkiej powierzchni, znaczgco usprawnia proces oceny
toksyczno$ci, obniza jego koszty, a takze zwigksza wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikéw
poprzez wyeliminowanie wplywu uwarunkowan osobniczych (np. wad rozwojowych czy
uszkodzen), co w przypadku stosowania pojedynczych organizméw moze znieksztatcaé
uzyskiwane rezultaty. Dodatkowo zastosowanie w jednym tescie 11 rodzajéw organi-
zmoéw, roznych pod wzgledem taksonomicznym i genetycznym (12. kolumna kontrolna
nie zawiera mikroorganizméw), pozwala na przetestowanie dzialania badanej substancji
(probki) na mikroorganizmy o zréznicowanej czutosci dla réznego rodzaju toksykantow.
Wykonanie testu MARA zwigksza prawdopodobienstwo, ze przynajmniej jeden rodzaj
organizmow testowych okaze si¢ wrazliwy na dzialanie szkodliwych substancji obec-
nych w prébce. Dodatkowym, pozytywnym aspektem przeprowadzenia takiego testu
jest bezposredni kontakt organizmoéw bioindykacyjnych z badang probkg. Umozliwia
to okreslenie rzeczywistej toksycznos$ci probki, a nie jedynie wybranych jej sktadnikéw,
oraz okreélenie wzajemnych, niekorzystnych interakeji sktadnikéw prébki, substancji
odzywczych i stosowanych mikroorganizmow.

Procedure wykonania testu MARA zilustrowano na rysunku 3.2.
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W systemie MARA toksycznos¢ probki oceniana jest na podstawie stopnia zahamo-

wania wzrostu organizmow testowych po 18 godzinach inkubacji. Czerwien tetrazolinowa

dodawana do pozywki jest redukowana przez zdrowe bakterie do nierozpuszczalnego

w wodzie czerwonego barwnika. Plytka jest nastepnie skanowana, a jej obraz analizowany

przez stuzacy do tego celu specjalny program (fot. 3.5).
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Rys. 3.2. Schemat przeprowadzenia procedury testu MARA w wersji testu z rozcienczeniami

Ptytki testowe mozna zastosowaé zaréwno do testow przesiewowych, jak i doklad-

niejszych testéw z rozcienczeniami. W przypadku przesiewowych istnieje mozliwosé

jednoczesnego oznaczenia toksycznoséci od 1 do 6 probek. Zalecane jest wykonanie badan

przesiewowych dwoch probek w trzech powtdrzeniach lub ewentualnie trzech prébek

w dwdch powtdrzeniach na kazdej ptytce. Po etapie inkubacji, w ktérym zachodzi barwna

reakcja odczynnikéw, plytki testowe sg skanowane i tworzony jest ich elektroniczny obraz,

ktory jest nastepnie analizowany za pomocg oprogramowania MARA pozwalajgcego na

ilosciowa ocene zahamowania wzrostu organizmoéw testowych.
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Fot. 3.5. Obraz uzyskany po skanowaniu plytki testowej MARA - czarng linig zaznaczono

tzw. fingerprint uzyskany dla analizowanej probki

Dla potrzeb prowadzenia badan z zastosowaniem wieloparametrowych testow MARA
opracowana zostala nowa metoda obliczania i prezentowania wynikéw. Wprowadzono
warto$¢ MTC (Microbial Toxic Concentration — toksyczne stezenie mikrobiologiczne)

obliczang na podstawie wzoru (3) [53]:

MTC = cpindFrot/ Po) =05 (3)

gdzie:

Cmin — NAjnizsze stezenie w gradiencie stezen badanej substancji;

d - wspolczynnik rozcienczenia;

Py - rozmiar ($rednica) granulki w studzience kontrolnej;

Py — suma rozmiaréw granulek we wszystkich studzienek eksponowanych na kontakt

z badang probka.
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Otrzymane dane s3 oceniane jako:

o minimalna warto$¢ MTC - koncentracja, ktéra jest toksyczna dla naj-
czulszego organizmu;

o maksymalna warto$¢ MTC - koncentracja, ktdra jest toksyczna dla naj-
mniej czutego organizmu;

o $rednia warto$¢ MTC - $rednia wartos¢ koncentracji, ktdre sg toksyczne
dla wszystkich organizmoéw;

» informacja o toksycznym dziataniu substancji (fingerprint) — unikalna ta-
blica warto$ci toksycznych stezen danej substancji (probki) dla poszcze-
golnych organizmoéw testowych, ktéra moze by¢ poréwnywana z unikal-
nymi informacjami (fingerprint) oznaczonymi dla innych substancji.

Wartoéci MTC obliczone dla poszczegélnych szczepéw mikroorganizmoéw stoso-
wanych w te$cie odpowiadajg parametrowi EC50 (stezenie powodujace 50-proc. efekt

testowy).

3.2.3.6. Test Amesa

W celu zbadania, czy oczyszczona gleba nie zawiera zwigzkéw mutagennych, wy-
konano test bazujacy na powszechnie znanej metodzie Amesa, ktéra polega na wykry-
waniu mutacji powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii w wielu szczepach
Salmonella typhimurium. Szczepy testowe tej bakterii charakteryzuja si¢ réznymi typami
mutacji w genach odpowiedzialnych za synteze histydyny, w zwigzku z czym wymagaja
jej obecno$ci w podlozu do wzrostu. Standardowo wykorzystuje sie dwa szczepy: TA98
i TA100, posiadajace odpowiednie mutacje polegajace na tzw. przesunieciu ramki odczytu
i substytucji pary zasad, oraz dwa mutageny, tj. 2-nitro-fluoren i azydek sodu. W obecnoéci
substancji o wlasciwoséciach mutagennych dochodzi do pierwszej mutacji (poprzez re-
wersje) i przywrdcona zostaje zdolnoé¢ syntezy histydyny, ktérej objawem jest pojawienie
sie rewertantow na podlozu bez histydyny. Liczba rewertantéw jest miara aktywnosci
mutagennej badanej probki.

Standardowy test Amesa wykorzystuje plytki agarowe. W obecnym tescie wykorzy-
stano modyfikacje metody w postaci testu Muta-Chromoplate Kit dostarczanego przez
firme Environmental Bio-Detection Products Inc. (Ontario, Canada). Istotna réznica
polega na tym, ze test wykonuje si¢ w podtozu ptynnym, stosujac plytki 48-studzienkowe
(tzw. test fluktuacji) [21]. Jego przewage nad klasycznym testem stanowi wigksza czuto$é¢
oraz mozliwos¢ wykonywania go - ze wzgledu na gotows procedure - takze przez mniej
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wyspecjalizowane laboratoria. Rezultatem testu jest reakcja barwna; kolor z6ity oznacza
wystgpienie mutacji powrotnej, a purpurowy — jej brak. Poréwnanie liczby studzienek,
w ktdrych nastgpila mutacja pod wplywem badanego czynnika w stosunku do liczby
studzienek, gdzie nastapita mutacja spontaniczna, pozwala za pomocg programu kompu-
terowego dostarczonego przez producenta na statystyczng ocene mutagennoséci badanych

prébek.
Przechowywanie Inkubacja Powtérna Przygo}uwanie Ekspozycja kultury bakterii
kultur w —=80°C mkubaqa proby Mikroplytka—48 studzienek

XINVL

L~

— p L kultura bakterii
| [FAS
|
3 Rozcienczenie 1:4
w medium

o WEZIrostowym 37°C, 90 min., 250 obr./min

37°C, 14-16 godz. 37°C, 60-90 min
250 obr/min 250 obr./min

Mikroplytka—384 studzienki ﬂ

Indykator

=

Rys. 3.3. Schemat testu Amesa

Przed wykonaniem testu nalezy uaktywni¢ mikroorganizmy, ktére dostarczane sa
w postaci liofilizowanej, przez dodanie podtoza wzrostowego i inkubacje w temperatu-
rze 37°C przez 16-18 godzin. Mieszaning reakcyjna przygotowuje si¢ przez zmieszanie
gotowych roztworéw: 43,24 ml soli Davis-Mingioli, 9,5 ml D-glukozy, 4,76 ml purpury
bromokrezolowej, 2,38 ml D-biotyny i 0,12 ml L-histydyny. Jako rozpuszczalnika bada-
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nych ekstraktéw zanieczyszczen ropopochodnych, zawartych w analizowanych prébkach,
uzywa si¢ DMSO, przy czym jego ilos¢ dodana do mieszaniny reakcyjnej zgodnie z za-
leceniami producenta nie moze przekracza¢ 0,5 ml. Badane probki przesacza si¢ przez
filtr o wielko$ci poréw 0,22 pm. Nastepnie przenosi si¢ aseptycznie po 2,5 ml mieszaniny
reakcyjnej do probowek testowych, ktore dopetnia si¢ do 17,5 ml roztworem (préba badana,
bezposérednio dzialajacy mutagen lub sama woda). Do wszystkich probowek dodaje sie
po 5 ul szczepu testowego i po dokladnym wymieszaniu porcjuje si¢ po 200 ul do kazdej
studzienki. Na rysunku 3.3 przedstawiono schematyczny tok postepowania podczas testu
Amesa. W tescie zastosowano aktywator — frakcje mikrosomalng S9 z watroby szczura.
Rola ekstraktu polega na enzymatycznym przeksztalceniu badanej substancji, co prowadzi
do ujawnienia jej ewentualnych wlasciwosci mutagennych.

3.2.4. Przygotowanie stanowiska do badan biodegradacji
zanieczyszczen metod3 ex situ w skali laboratoryjnej

Przyjeto, ze przeprowadzenie badan laboratoryjnych w skali poltechnicznej (metoda
ex situ) jest niezbedne, gdyz umozliwia opracowanie wytycznych do prowadzenia proce-
sOw oczyszczania doléw urobkowych, realizowanych w warunkach terenowych metoda
in situ, pomimo ze przetransponowanie wynikow badan laboratoryjnych na warunki
przemystowe jest trudne.

Badania laboratoryjne pozwalajg na:

o dobdr optymalnych dawek wapna nawozowego i substancji biogennych
do oczyszczanego gruntu;

o zapoznanie si¢ z efektywno$cig dzialania opracowanych biopreparatow,
dozowanych w kolejnych etapach oczyszczania gruntu;

 okreslenie efektywnosci kolejnych etapow kompleksowej technologii
oczyszczania gruntu z zanieczyszczen TPH i WWA;

o opracowanie modelu matematycznego biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych.

Badania laboratoryjne w skali pottechnicznej, metodg ex situ, prowadzono na specjal-
nie skonstruowanym stanowisku badawczym. Bezposrednio na posadzce zostata utozona
folia stuzaca do ochrony przed rozprzestrzenianiem si¢ zanieczyszczen ropopochodnych
i skazeniem pomieszczenia. Na folii posadowiono postument réwniez zabezpieczony
folig, ktorego konstrukcja pozwalala na odprowadzanie wod i cieklych zanieczyszczen
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splywajacych z pryzmy. Na postumencie ulozono warstwe podsypki ze zwiru. Wewnatrz
warstwy podsypki umieszczono system perforowanych rur, przez ktére wttaczano powie-
trze z dwdch agregatéw sprezarkowych w celu wladciwego natlenienia gruntu. Nastepnie
uformowano pryzme z badanego gruntu (okoto 150 kg), pobranego z terenéw gazowni
klasycznej oraz dotu urobkowego. W trakcie prowadzenia proceséw oczyszczania gleba
w pryzmie zasilona byta substancjami biogennymi (zwigzki azotu i fosforu) oraz prowadzono
inokulacje odpadu biopreparatami mikrobiologicznymi. Wilgotnoé¢ gleby utrzymywano
na poziomie 20-25% poprzez zraszanie woda, natomiast odczyn stabilizowano na pozio-
mie pH 7,5-7,8 dawkujac wapno nawozowe. Pryzmy zostaly przykryte tunelem foliowym,
ktory pozwalal na utrzymanie wewnatrz pryzm statej temperatury w granicach 17-25°C,
mozliwej do osiggniecia w warunkach terenowych. Odciek z pryzm zbierano w zbiorniku
odciekdéw zainstalowanym ponizej poziomu postumentu. Przyktadowy schemat stanowiska
badawczego, wykorzystywanego podczas prowadzenia procesu oczyszczania gleby w skali
pottechnicznej (metodg ex situ), przedstawiono na rysunku 3.4.

inokulacja dawkowanie
biopreparatami substancji biogennych

dawkowanie
stabilizacja wapna hawozowego

temperatury | wilgotnosci

napowietrzanie
(rury perforowane)

zbiornik wod
odciekowych

agregat
sprezarkowy

Rys. 3.4. Schemat stanowiska badawczego do prowadzenia procesu oczyszczania gruntu

z zanieczyszczen ropopochodnych w warunkach péttechnicznych (metoda ex situ)

Doboér optymalnych proporcji substancji biogennych N:P dla badanej gleby, umiesz-
czanej w formie pryzmy na stanowisku badawczym, wykonano poprzez dozowanie nawozu
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mineralnego ,,Azofoska”. Nawoz ten wprowadzano porcjami w taki sposob, aby osiagna¢
zaktadany stosunek azotu i fosforu. Optymalny stosunek C:N:P dla oczyszczanej gleby
wytypowano na podstawie wynikow testu respirometrycznego, monitorujacego tempo
obnizenia si¢ zawarto$ci zanieczyszczen ropopochodnych [93, 121].

Schemat przebiegu badan laboratoryjnych prowadzonych w skali pottechnicznej
metoda ex situ przedstawiono na rysunku 3.5.

Analizy fizyczne
i chemiczne, wykonanie
testu respirometrycznego

Gleba zanieczyszczona substancjami TPH i WWA

Proces bioremediacji podstawowej stymulowany
napowietrzanie, korekta wilgotnosci, korekta odczynu,
dodatek substancji biogennych (C:N:P)

90 dni
Analizy fizyczne i chemiczne,
Proces bioaugmentacji biopreparatem BA-1 chromatograficzne -
90 dni okreslenie efektywnosci

procesu

Proces bioaugmentacji biopreparatem BA-2
60 dni
Analizy fizyczne
i chemiczne,
chromatograficzne,

mikrobiologiczne,
toksykologiczne -

Proces bioaugmentacji biopreparatem BA-3 okreslenie koricowej
60 dni efektywnosci procesu

oczyszczania
Rys. 3.5. Schemat przebiegu badan laboratoryjnych oczyszczania odpadéw zanieczyszczonych

substancjami ropopochodnymi (metoda pryzmowania ex situ)

Przebieg procesu biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych kontrolowano, pro-
wadzgc monitoring wyznaczonych parametréow fizycznych i chemicznych, ze szczegélnym
uwzglednieniem zawarto$ci TPH i WWA.
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Wyznaczenie optymalnych proporcji azotu i fosforu w oczyszczanej glebie na
podstawie wynikow testu respirometrycznego

Zycie i funkcjonowanie organizmoéw opiera sie na obecnoéci w przyrodzie zwigzkéw
chemicznych, ktérych elementami sg pierwiastki. W procesach bioremediacji, w ktérych
jedynie naturalna mikroflora skazonego gruntu wykorzystywana jest do obnizenia w nim
koncentracji zanieczyszczen, wazna jest obecno$¢ sktadnikow odzywczych (gtéwnie
zwiazkow azotu i fosforu) majacych wplyw na namnazanie si¢ mikroorganizméw, a tym
samym na tempo procesu biodegradacji zanieczyszczen.

Obecnos¢ fosforu w §rodowisku glebowym w sposéb odmienny do azotu wptywa
na wykorzystywanie skltadnikéw pokarmowych przez mikroorganizmy zawarte w glebie.
Odpowiednia zawarto$¢ fosforu w glebie pobudza do rozwoju jej mikroflore, tym sa-
mym zwiekszajac zyznos$¢ gleby. Fosfor to pierwiastek poprawiajacy strukture glebowa.
Wazne jest dostosowanie odpowiednich dawek kazdego ze sktadnikéw pokarmowych.
Nadmiar jednego pierwiastka w glebie moze niekorzystnie wptynac na przyswajalnos¢
innego, i odwrotnie. Wskazuja na to dwa prawa: pierwszym z nich jest prawo minimum
(Lebiega), z ktérego wynika, ze niedobdr ktéregokolwiek ze skltadnikéw pokarmowych
ogranicza dzialanie pozostalych. Prawo maksimum natomiast informuje o tym, ze
nadmiar jednego skladnika ogranicza skutecznoé¢ dziatania innych. Istnieja wartosci
graniczne dla ilo$ci skladnikéw dostarczanych w postaci nawozéw, ktérych nie mozna
przekroczy¢.

W procesach oczyszczania gleb, gdy tempo naturalnego procesu bioremediacji
jest niewystarczajace, stosuje si¢ stymulacje rodzimej mikroflory w celu przyspieszenia
procesu bioremediacji. W warunkach, w ktorych deficyt azotu i fosforu limituje efek-
tywno$¢ procesu bioremediacji, stosowane jest sztuczne wzbogacanie rekultywowanego
terenu, najcze$ciej poprzez zastosowanie nawozow zawierajacych azot i fosfor, co daje
dobre efekty w postaci znacznego przyspieszenia bioremediacji.

Praktyka i doswiadczenie uczg, Ze nie ma idealnego zestawienia N:P, ktére przynosi
doskonate rezultaty w kazdych warunkach, poniewaz rézne rodzaje gleby charakteryzuja
si¢ odmienng zyznoscig i przepuszczalnoscia. Przyjety jest uniwersalny stosunek tych
sktadnikéw jako 10:1. Jednak zupelnie inaczej moga ksztaltowac si¢ dawki nawozdéw
w przypadku kazdego z rodzajow gleb. Dlatego tak wazne jest wczesniejsze rozpoznanie
wlasdciwosci fizycznych i chemicznych badanych gleb. W niniejszym rozdziale zostat
przeanalizowany wplyw réznych proporcji azotu do fosforu na szybko$¢ biodegrada-
¢ji celem wytypowania wartoéci, przy ktérych nastepuje maksymalnie szybki proces
bioremediacji oczyszczanego gruntu.
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Opis laboratoryjnego stanowiska badawczego

Szybkos¢ samoistnej i wspomaganej biodegradacji substancji ropopochodnych
w warunkach tlenowych analizowano, wykorzystujac test respirometryczny, pozwalajacy
na pomiar zuzycia tlenu i ilo§¢ wydzielanego dwutlenku wegla przez organizmy aerobowe
zawarte w zanieczyszczonym gruncie. Badania kontrolowano przy uzyciu zestawu respi-
rometrycznego OxiTop Control firmy WTW (fot. 3.6).

Fot. 3.6. Zestaw OxiTop z podstawg mieszajaca i inkubator OxiTop

Zasada manometrycznego oznaczania tlenu opiera si¢ na zuzywaniu tlenu przez
organizmy przy jednoczesnym wydzielaniu dwutlenku wegla, ktory jest wigzany przez
czynnik absorbujacy i dlatego nie pojawia si¢ w postaci wolnego gazu. W konsekwencji
nastepuje zmiana ci$nienia, ktdra jest przypisywana tylko zuzyciu tlenu w zamknietym
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naczyniu pomiarowym. Aby zuzycie tlenu mogto by¢ mierzone manometrycznie, spetnione
musza zostac nastepujace warunki:

 biologicznie aktywna probka musi by¢ umieszczona w naczyniu, ktore
jest nieprzenikalne dla gazu;

o nad probkg musi by¢ zachowana odpowiednio duza przestrzen
powietrzna, zapewniajgca nieograniczong ilo$¢ tlenu potrzebna do
zaj$cia procesoéw biologicznego rozktadu;

o reaktor pomiarowy musi zawiera¢ czynnik absorbujacy dwutlenek
wegla, ale probka nie moze zetkng¢ sie z tym czynnikiem;

o w reaktorze musi by¢ zainstalowane odpowiednie urzadzenie do
pomiaru ci$nienia;

o reaktor musi w czasie pomiaru znajdowac si¢ w miejscu o stalej
temperaturze. Zmiany temperatury prowadza do zmian ci$nienia,

ktére powoduja btedny odczyt zuzycia tlenu.

Procesy biologiczne powoduja zuzycie tlenu przy jednoczesnym wytwarzaniu
w przyblizeniu réwnomolowych ilo$ci dwutlenku wegla, ktéry jest wigzany przez zasadowy
czynnik absorbujacy, np. wodorotlenku sodu:

COz + 2 NaOH — N32CO3 + HzO

Nalezy zwro6ci¢ uwage, aby co najmniej wielokrotna ilo$¢ czynnika absorbujacego
(wynikajgcego ze stechiometrycznej ilosci) byta obecna w $rodowisku reakcji celem
optymalnej absorpcji CO..

Pomiar zuzycia tlenu oraz zapamigtywanie mierzonych wartosci wykonywane jest
przez gléwke pomiarowg zestawu OxiTop Control. Dane sg nastepnie przekazywane poprzez
podczerwieni do kontrolera, gdzie moga by¢ poddawane obrdbce graficznej i statystyczne;j.
Mozna tez przestac je poprzez interfejs IR lub RS232 do drukarki lub komputera w celu
dalszego opracowywania za pomocg programu Achat OC.

By dokona¢ pomiaru samoistnej i wspomaganej aktywnosci biologicznej w warunkach
tlenowych, analizowane prébki gleb o wadze 50 g umieszczano w reaktorach pomiarowych,
gdzie zroszono je woda w objetosci potowy chtonnoéci gruntu, tj. 25 cm?, po czym kazdy
z reaktoréw szczelnie zamykano gtéwka pomiarowa OxiTop Control zgodnie z procedura

112



3. Badanie procesu biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych i wielopierscieniowych weglowodordw aromatycznych w warunkach ex situ

pomiarowa. Analizowane probki termostatowano w inkubatorze w temperaturze 20°C
przez okres 30 dni. W tym czasie gtéwki pomiarowe zestawu OxiTop Control odczytywaly
warto$¢ ci$nienia panujacego w reaktorze w dwugodzinnych odstepach. Za pomoca kon-
trolera OxiTop OC 110 zbierano zmierzone przez gtéwki pomiarowe wartoséci ci$nienia,
ktore automatycznie zostaly przekonwertowane na warto$ci zuzytego tlenu.

Przetwarzanie mierzonego ci$nienia na warto$¢ zuzytego tlenu (mo,) odbywa si¢
wedtug wzoru (4) [139] [mg/dm?]:

_M(9,)

T
(V +a2)-A 4
o = TRT. (V; T) p (4)

0

gdzie:

M(O;) - masa molowa tlenu [kg/mol];

V, — objetos¢ wolnego gazu [m?];

R - stala gazowa [J*mol "K'];

T,, — warto$¢ pomiarowa temperatury [K];
T, - temperatura odniesienia (273,15 K);
o — wspolczynnik absorpcji (0,03103);

Ap - spadek ci$nienia w probie [Pa].

Badania laboratoryjne przeprowadzone za pomocg testu respirometrycznego po-
stuzyly do okre$lenia mozliwoséci samoistnej i wspomaganej biodegradacji substancji
ropopochodnych w gruncie, o réznej zawarto$ci substancji biogennych, przebiegajacej
w warunkach tlenowych.

Zdolnos¢ samoistnej i wspomaganej substancjami biogennymi biodegradacji sub-
stancji ropopochodnych w warunkach tlenowych oszacowano poprzez zestawienie i po-
réwnanie zuzycia tlenu w analizowanych prébkach gleby. Dostarczanie azotu i fosforu
do zanieczyszczonego gruntu jest standardowg technika prowadzong w celu zwiekszenia
szybkosci biodegradacji substancji ropopochodnych. Poprzez dodatek tych skladnikow
stosunki C:N i C:P w gruncie sg bardziej zblizone do wymaganych przez bakterie, przez co
zwigksza sie aktywno$¢ mikroorganizmoéw. Dlatego w warunkach deficytu azotu i fosforu
konieczno$cig staje si¢ sztuczne wzbogacanie oczyszczanych gruntéw biogenami, co daje
wymierne efekty w postaci wzrostu szybkosci biodegradacji.

Pomiar aktywnosci biologicznej zanieczyszczonego substancjami ropopochodnymi
TPH i WWA gruntu wykonano dla prébek gleby:
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o surowej N:P = 4,3:1;

o po modyfikacji gleby surowej przez dodatek substancji biogennych,
stymulujacych proces biodegradacji. Substancje te wprowadzano tak, aby
stosunek N:P wynosil: 20:1, 10:1 oraz 7:1.

Odczyn analizowanych préb glebowych doprowadzono do optymalnego poziomu
pH 7,5-7,8 poprzez dawkowanie wapna nawozowego. Wapni pochodzacy z weglanu wapnia
sprzyja tworzeniu sie struktury gruzetkowej, powodujac koagulacje koloidow glebowych,
dzieki czemu poprawiaja si¢ warunki powietrzno-wodne w glebie. Wplywa on takze na
zwigkszenie przezywalnoséci mikroorganizméw poprzez ochrong ich bton komérkowych
przed dezintegrujacym wplywem weglowodoréow [100].

Stymulacje procesu biodegradacji wykonano poprzez korekte stezenia azotu i fosforu,
dozujac w odpowiednich dawkach substancje biogenne (nawozy mineralne). Zastosowano
nawo6z mineralny ,,Azofoska” o skladzie: 13,6% N calkowitego (5,5% azotu azotanowe-
g0, 8,1% azotu amonowego), 6,4% P,0s, 19,1% K,O w postaci rozpuszczalnego K,SOs,
4,5% MgO w postaci rozpuszczalnego MgSO, oraz mikroelementy (0,17% Fe, 0,27% Mn,
0,18% Cu, 0,045% Zn, 0,045% B, 0,09% Mo). W przypadku deficytu azotu badz fosforu
potrzebnych do sporzadzenia prébek gleby o pozadanej ich zawartosci stosowano siarczan
amonu badz wodorofosforan potasu. Dla celéw niniejszej dokumentacji oznaczong iloé¢
zuzytego tlenu w jednostce objetosci przeliczono na mase suchej gleby. Do sporzadzenia
wykresow zuzycia tlenu w czasie stosowano usredniong warto$¢ z calodobowego pomiaru.
Na wykresie 3.5 przedstawiono wyniki pomiaréw zuzycia tlenu w analizowanych préobach
glebowych.

Z danych przedstawionych na wykresie 3.5 wynika, Ze tlenowa biodegradacja we-
glowodordw, zaréwno samoistna, jak i stymulowana sktadnikami biogennymi, zachodzi
we wszystkich badanych probach glebowych. Dodanie do gleby surowej substancji bio-
gennych spowodowato zwiekszenie aktywno$ci biologicznej gleby, wspomagajacej proces
biodegradacji weglowodoréw w analizowanym $rodowisku gruntowo-wodnym.

Najwolniejsza biodegradacja weglowodordw, wyznaczong na podstawie szybko-
$ci zuzycia tlenu w funkcji czasu pomiaru, charakteryzowata si¢ probka gleby surowe;j.
Zwiekszenie zawartosci substancji biogennych (N i P) w glebie do proporcji 7:1, 10:1 oraz
20:1 powodowalo wzrost szybkosci zuzycia tlenu w naczyniach reakcyjnych. Z uwagi na
jedynie nieznacznie wyzszy wzrost szybkosci biodegradacji gleby stymulowanej substan-
cjami biogennymi w proporcji N:P = 10:1 oraz N:P = 20:1 w poréwnaniu do gleby, w ktdrej
stosunek N:P wynosit 7:1, do badan prowadzenia procesu biodegradacji weglowodoréw
TPH i WWA w warunkach ex situ wytypowano glebe z proporcja N:P na poziomie 7:1.
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Wrykres 3.5. Poréwnanie zuzycia tlenu podczas samoistnej i stymulowanej substancjami

biogennymi biodegradacji gleby zanieczyszczonej TPH i WWA
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Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazonych TPH i WWA pod katem opracowania technologii ich bioremediacji

4. Charakterystyka sktadu zanieczyszczen
gleby skazonej substancjami
ropopochodnymi (TPH i WWA)

Glebe pobrang z zanieczyszczonych terenéw gazowni klasycznej wylaczonej z eksplo-
atacji, w poblizu dotéw ze smota pogazowa GK-1 oraz dotu urobkowego DU-1, poddano
analizie fizycznej i chemicznej uwzgledniajacej oznaczenie zawartosci: metali, sktadnikow
biogennych oraz substancji ropopochodnych (TPH i WWA). Wyniki przedstawiono w tabeli
4.1. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze gleba pobrana z terenu
dotu urobkowego DU-1 charakteryzuje si¢ obojetnym odczynem, natomiast odczyn gleby
z terenu gazowni klasycznej GK-1 jest lekko kwasny (pH 4,85). Obydwie proby glebowe
zawieraja znaczne ilosci substancji ropopochodnych:

o gleba DU-1: TPH = 33 984 mg/kg s.m., WWA = 4,98 mg/kg s.m.;
o gleba GK-1: TPH = 7 103 mg/kg s.m., WWA = 5 022,06 mg/kg s.m.

Wartosci te przekraczaja dopuszczalny poziom okreslony w Rozporzadzeniu Ministra
Srodowiska z dnia 1 wrze$nia 2016 r. w sprawie sposobu prowadzenia oceny zanieczysz-
czenia powierzchni ziemi (Dz.U. 2016, poz. 1395).

W badanych préobkach gleby zawarto$ci BTEX ksztaltuja si¢ na poziomie
28,6-6,3 mg/kg s.m., co dowodzi, ze tylko nieznacznie przekraczaja dopuszczalne stan-
dardy glebowe. Natomiast fenole oznaczono na poziomie 4,8-31,5 mg/kg s.m., krezole
0,3-9,8 mg/kg s.m. oraz cyjanki w zakresie 0,25-55,4 mg/kg s.m. Zawartos¢ PCB (poli-
chlorowane bifenyle) nie przekraczata dopuszczalnych wartosci (Dz.U. 2016, poz. 1395),
gdyz wahala si¢ w zakresie 0,05-1,4 mg/kg s.m. Nieznacznie wyzsza zawarto$¢ okreslono
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dla bifenyli, w granicach 0,38-3,40 mg/kg s.m. Na podstawie powyzszych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze badane gleby pochodzg z terenéw mocno zdegradowanych i wskazana jest
ich rekultywacja.

Wykonane analizy probek gleby pod katem zawarto$ci metali ciezkich nie wykazaty
przekroczenia dopuszczalnych wartoéci okreslonych w Dz.U. 2016, poz. 1395). Odnotowano
jedynie wysoka zawarto$¢ arsenu w glebie GK-1 (228 mg/kg s.m.). W prébkach stwier-
dzono ponadto nieznacznie podwyzszony poziom Zelaza i manganu. Analiza wykazata
réwniez, ze gleba nie jest zasolona, gdyz zawarto$¢ w niej chlorkdéw wahala si¢ w zakresie
152,3-354,0 mg/kg s.m. Zawartos$¢ substancji organicznych mierzonych wskaznikiem
ChZT ¢ ksztaltowata si¢ na wysokim poziomie w granicach 52 485-109 265 mg O,/kg s.m.
(tab. 4.1).

Tabela 4.1. Zestawienie wynikow analiz fizykochemicznych probek gleby pobranej
z warstwy powierzchniowej z terenéw dawnej gazowni klasycznej oraz dolu urobkowego

Miejsce poboru probki
Oznaczenie Jednostka

Probka GK-1 Probka DU-1

0-0,5 m p.p.t. 0-0,5m p.p.t.
pH ekstraktu wodnego gleby 1:10 pH 4,85 6,68
Ubytek masy w 105°C mg/kg 51300 66 050
ChZT( gleby mg 0,/kg 52485 109 265
BTEX (p-, m-ksylen) mg/kg s.m. 28,6 6,3
Sumaryczna zawartos¢ TPH mg/kg s.m. 7103,2 33984
Sumaryczna zawartos¢ WWA mg/kg s.m. 5022,06 4,98
Krezole mg/kg s.m. 9,8 0,3
Fenole mg/kg s.m. 31,5 48
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Miejsce poboru probki
Oznaczenie Jednostka
Probka GK-1 Prébka DU-1
0-0,5m p.p.t. 0-0,5m p.p.t.

2,4-dimetylofenol mg/kg s.m. 2,5 0,6
3,4-dimetylofenol mg/kg s.m. 4,6 1,5
Cyjanki mg/kg s.m. 55,4 0,25
Bifenyle mg/kg s.m. 34 0,38
PCB mg/kg s.m. 14 0,05
Zawartos¢ jonéw (I~ mg/kg s.m. 152,3 354
Zawartos¢ jonéw SO,2 mg/kg s.m. 6550 673
Zawarto$¢ jondw NH,* mg/kg s.m. 165,2 43
Zawarto$¢ jonow NO;~ mg/kg s.m. 15,4 62
Zawarto$¢ jonow PO~ mg/kg s.m. 789 49
Zawartos$¢ jonow S*- mg/kg s.m. 57,1 2,6
Zawartos¢ Si0, mg/kg s.m. 604 200 593100
Zawartos¢ Al,0; mg/kg s.m. 158,6 13953
Zawartos¢ Fe,0; mg/kg s.m. 19620 8969
Zawartos¢ (a0 mg/kg s.m. 9112 5063
Zawartos¢ Mg0 mg/kg s.m. 5330 2053
Zawartos¢ Mn mg/kg s.m. 245,5 305
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Miejsce poboru probki
Oznaczenie Jednostka
Prébka GK-1 Probka DU-1
0-0,5m p.p.t. 0-0,5m p.p.t.
As mg/kg s.m. 228 5,2
Ba mg/kg s.m. 58 240
«d mg/kg s.m. 2,5 1,9
Cr mg/kg s.m. 7.8 9,2
(o mg/kg s.m. 54 7,7
Cu mg/kg s.m. 9,1 52,8
Zawartos¢ metali ciezkich
Hg mg/kg s.m. 2,2 18
Pb mg/kg s.m. 12,5 10,2
Mo mg/kg s.m. 25,2 75
Sn mg/kg s.m. 15,2 7,9
In mg/kg s.m. 459 25,5
Ni mg/kg s.m. 4,5 14,8
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Analiza gleb z obu miejsc wykonana pod katem zawartosci azotu i fosforu wykazata,
ze w zadnej z nich nie ma sprzyjajacych warunkéw dla rozwoju flory mikrobiologicznej,
gdyz proporcje N:P odbiegaja od optymalnych. Dla poszczegélnych prébek stosunek
zawartosci azotu do fosforu ksztaltuje si¢ nastepujaco:

e prébka GK-1 - N:P =5,1:1;

e prébka DU-1 - N:P = 1,1:1.

Z przedstawionych danych wynika, ze im wyzsza zawarto$¢ zanieczyszczen ropopo-
chodnych, tym bardziej proporcje azotu do fosforu odbiegaja od wartosci optymalne;.

Wykonane wedlug opracowanej metodyki (rozdzial 3.2.2) analizy chromatograficzne
pozwolily na identyfikacje oraz ilo§ciowe oznaczenie zawartoéci weglowodoréw wcho-
dzacych w sktad zanieczyszczen ropopochodnych (TPH). W glebie z gazowni klasycznej
GK-1 stwierdzono wystepowanie weglowodoréw z zakresu n-C,o—n-Cs;, natomiast w gle-
bie z dotu urobkowego DU-1 z zakresu n-Cg—n-Cs,. Rozdzial zawartosci weglowodorow
w analizowanych prébkach gleby jest zréznicowany, co przedstawiono w tabeli 4.2 i na
wykresie 4.1.

Tabela 4.2. Zestawienie wynikow analiz chromatograficznych zidentyfikowanych
weglowodordw alifatycznych i izoprenoidéw wchodzacych w sklad zanieczyszczen
(TPH) w badanych prébkach gleby

Oznaczany sktadnik Pré{lr)nk;/%e:ynflm Pré{l:rl](; /alge?):nD]U a

n-G n.s. 59,1

n-Gy ns. 149,2
n-Cio 2753 884,4
-Gy 21,5 692,2
n-Gy, 512,6 1661,0
n-GCi 2923 830,7
n-Cig 364,5 1153,7
n-Cis 189,2 784,5
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Oznaczany sktadnik Pr(;:)nk;/%esbﬁ(j:]KJ Pr()[l:rll(ga /ﬁl;?ﬁ)]u .
n-Cig 2523 2861,1
n-Cy 310,2 5691,1

pristan (Pr) 78,2 438,0
n-Gig 182,8 25457
fitan (F) 39,8 375,0
n-Gio 310,2 807,5
n-Cyo 302,4 1138,2
n-Cy 250,0 1345,6
n-Cy, 284,2 1422,8
n-Gy 1351 776,8
n-Cy 128,2 507,6
n-Gys 72,8 361,2
n-Cy 132,4 116,6
n-Gys 72,3 98,9
n-Gso 80,2 56,8
n-G, 61,2 n.s.
n-Gsy 56,3 n.s.
n-Cs 55,8 n.s.
n-Gs 49,2 n.s.
niezidentyfikowane 2374,2 9226,3
Suma (TPH) 7103,2 33984,0

n.s. - nie stwierdzono
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Wykres 4.1. Wyniki analiz chromatograficznych zidentyfikowanych weglowodoréw alifatycznych
i izoprenoidow wchodzgcych w sklad zanieczyszczet TPH w badanych probkach gleby

W probece GK-1 w przewazajacej ilosci wystepuja weglowodory alifatyczne o dtugosci
tancucha weglowego z zakresu n-C,—n-C,. Szczegélnie wysoka zawarto$¢ odnotowano
dla n-Cy,, ktéry wystepuje w iloéci 512,6 mg/kg s.m. Zawarto$¢ pozostalych weglowodo-
réw z tej grupy ksztaltuje sie na nizszym poziomie: 182,8-364,5 mg/kg s.m. Natomiast
weglowodory ciezsze o dtugosci taiicucha n-Cy;—n-Css wystepuja na znacznie nizszym
poziomie: 49,2-135,1 mg/kg s.m. Zawartos¢ weglowodoréw TPH w prébee gleby DU-1 jest
znacznie wyzsza, gdyz ich sumaryczna zawarto$¢ wynosi 33 984 mg/kg s.m. Najwieksza
grupe sposérdd zidentyfikowanych n-alkandw stanowia weglowodory z zakresu n-Cp,—-n-Cp,
(w granicach 784,5-5 691,1 mg/kg s.m.). W analizowanych prébkach stwierdzono obec-
nos¢ weglowodordw z grupy izoprenoidéw, tj. pristan (Pr) i fitan (F), ktérych zawarto$é
w poszczegdlnych glebach utrzymuje si¢ na podobnym poziomie:
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o gleba GK-1: Pr = 78,2 mg/kg s.m., F = 39,8 mg/kg s.m.;
o gleba DU-1: Pr = 438,0 mg/kg s.m., F = 375,0 mg/kg s.m.

Opracowana metodyka chromatograficznego oznaczania wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych umozliwita zwrdcenie szczegdlnej uwagi na ich znaczng
zawarto$¢ w glebie pobranej z gazowni klasycznej GK-1 (tab. 4.3, wykres 4.2), w ktorej
w przewazajacej ilosci wystepuja WWA zawierajace w czasteczce 34 pier§cienie. Zawarto$é
WWAS 3-pierscieniowych wynosi 2 422,97 mg/kg s.m., z czego niemal potowe stanowi
fenantren (Fen), ktory oznaczono w ilosci 1 121,98 mg/kg s.m. Sposrdéd 4-pierécienio-
wych weglowodoréw aromatycznych (WWAs = 1 214,54 mg/kg s.m.) najwyzsza wartos$¢
oznaczono dla fluorantenu (F) = 483,20 mg/kg s.m. i pirenu (Pir) = 422,06 mg/kg s.m.
Natomiast suma 5-pier$cieniowych WWA ksztaltuje si¢ na poziomie 306,63 mg/kg s.m.,
przy przewazajacej iloéci benzo(b)fluorantenu (BbF) = 121,2 mg/kg s.m., ktéry nalezy
do jednych z najbardziej kancerogennych WWA. Zawarto$¢ 6-pier§cieniowych WWA,
tj. indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) oraz benzo(g,h,i)perylen (BghiP) jest réwniez znaczaca,
gdyz wynosi 38,84 mg/kg s.m.

Znacznie mniejsza zawarto$¢ WWA oznaczono w glebie pobranej z dotu urobkowego
DU-1, gdyz ich sumaryczna warto$¢ wynosila 4,96 mg/kg s.m. Zawartos$¢ poszczegol-
nych weglowodoréw przedstawiono w tabeli 4.3, a rozklad zawarto$ci zobrazowano na
wykresie 4.2.

Tabela 4.3. Zestawienie wynikow analiz chromatograficznych zidentyfikowanych
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA) w probkach gleby

Oznaczany sktadnik oy JE L
[mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.]
Naftalen (N) 73,98 0,24
Acenaftalen (Acl) 85,87 0,26
Acenaften (Ac) 248,89 0,36
Fluoren (Fluo) 418,52 0,32
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Oznaczany sktadnik ek dE L
[mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.]

Fenantren (Fen) 1121,98 0,26
Antracen (A) 547,71 0,10
WWAs 3-pierscieniowe 242297 1,30
Fluoranten (F) 483,20 0,34
Piren (Pir) 422,06 0,34
Benzo(a)antracen (BaA) 151,20 0,29
Chryzen (CH) 158,08 0,27
WWAs 4-pierscieniowe 1214,54 1,24
Benzo(b)fluoranten (BbF) 121,20 0,34
Benzo(k)fluoranten (BKF) 7,77 0,38
Benzo(a)piren (BaP) 81,55 0,34
Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 32,1 0,23
WWAs 5-pierscieniowe 306,63 1,29
Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 21,60 0,23
Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 17,24 0,17
WWAs 6-pierscieniowe 38,84 0,40
WWA niezidentyfikowane 965,10 0,48
Suma (WWAs): 5022,06 4,96
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Wykres 4.2. Wyniki analiz chromatograficznych zidentyfikowanych wielopier§cieniowych

weglowodoréw aromatycznych WWA w badanych prébkach gleby
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Badana gleba DU-1 w przewazajacej iloéci zawierala WWA posiadajace w czastecz-
ce 3-5 pierscieni, ktérych wartoéci miescily si¢ w zakresie od 1,29 do 1,30 mg/kg s.m.
6-pierscieniowe weglowodory aromatyczne oznaczono w iloéci 0,40 mg/kg s.m.

Z przedstawionych badan wynika, ze gleba pobrana z terenu gazowni klasycznej
zawiera wysokie zawartosci TPH i WWA, ktoére przekraczajg dopuszczalne warto$ci
okreslone w zataczniku do rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 1 wrzeénia
2016 r. (poz. 1395). Gleba pobrana z dolu urobkowego zawiera z kolei bardzo wysoka
zawarto$¢ weglowodoréw TPH, natomiast weglowodory z grupy WWA nie przekraczajg
dopuszczalnych warto$ci okreslonych w obowiazujacych przepisach prawnych. Wysokie
zawartosci WWA w glebie sklaniajg do opracowania efektywnej technologii oczyszczania
skazonego gruntu.

Z uwagi na bardzo wysoka zawarto$¢ WWA w glebie GK-1, mogacej hamowac proces
jej oczyszczania, do badan procesu biodegradacji weglowodoréw, prowadzonych w wa-
runkach ex situ, jako materiat badawczy stosowano uktad gleb: GK-1:DU-1 w stosunku
2:1. Przedstawione w niniejszej pracy badania pozwolg na opracowanie optymalnych
wytycznych prowadzenia procesu rekultywacji terenu zanieczyszczonego wysokimi
stezeniami WWA oraz TPH.

4.1. Dobor optymalnych parametréw oczyszczania
gleby w warunkach ex situ

4.1.1. Charakterystyka materialu badawczego

Material badawczy stanowila mieszanina prébek gleb pobranych z terenu ga-
zowni klasycznej GK-1 oraz dotu urobkowego DU-1, ktére zmieszano w proporcjach
GK-1:DU-1 = 2:1, po czym ujednolicono. Nastepnie wykonano analiz¢ chromatograficzng
materialu badawczego pod katem oznaczenia zawarto$ci zanieczyszczen ropopochod-
nych (TPH) i wielopier§cieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA). Wyniki
analiz chromatograficznych przedstawiono w tabelach 4.4 i 4.5 oraz zilustrowano na
wykresach 4.3 i 4.4. Sumaryczna zawarto$¢ zanieczyszczen ropopochodnych TPH
w probce gleby przeznaczonej do badan procesu bioremediacji podstawowej wynosi
16 092 mg/kg s.m.
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Tabela 4.4. Zestawienie wynikow analiz chromatograficznych zidentyfikowanych
weglowodoréw wchodzacych w sklad zanieczyszczen (TPH) w probcee gleby po
zmieszaniu, przeznaczonej do badan procesu bioremediacji (G)

Oznaczany Zawartos¢ Oznaczany Zawartos¢ Oznaczany Zawartos$¢
sktadnik [mg/kg s.m.] sktadnik [mg/kg s.m.] sktadnik [mg/kg s.m.]
n-Cio 461,5 n-Gyy 2230,5 n-Cos 707,6
n-Cyy 230,7 pristan (Pr) 246,1 n-Cys 492,2
n-C, 1153,7 n-Cis 1015,2 n-Cs 169,2
n-Cs 276,9 fitan (F) 1231 n-Gyo 153,8
n-Ciy 384,6 n-Cio 369,2 hopan 5,0
n-Gis 261,5 n-Cyo 646,1 n-G;, 46,2
n-Cg 953,7 n-Cy 6153 niezidentyfko- 5550,0
wane
Suma (TPH) 16 092,0
B 22,5% 02,3%

3 9,9%
B 34,5%
3 13,2%
@n-C10 -n-C13 @n-C14 - n-C16 @n-C17 - n-C19
@n-C20 - n-C32 Oizoprenoidy B niezidentyfik.

Wrykres 4.3. Procentowy udzial zidentyfikowanych weglowodoréw wchodzacych w sktad

zanieczyszczen TPH
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Procentowy udzial zidentyfikowanych weglowodoréw zobrazowany na wykresie
4.3 ksztaltuje si¢ nastepujaco:

o weglowodory z grupy n-Ci—n-Cis - 13,2%;

o weglowodory z grupy n-C,4;—n-Cis - 9,9%;

o weglowodory z grupy n-C;;—n-Cio— 22,5%;

o weglowodory z grupy n-Cy-n-Cs, — 17,6%;

o izoprenoidy (PriF) - 2,3%;

o niezidentyfikowane — 34,5%.

Tabela 4.5. Zestawienie wynikow analiz chromatograficznych zidentyfikowanych
wielopier$cieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA) w probce gleby po
zmieszaniu, przeznaczonej do badan procesu bioremediacji (G)

0Oznaczany sktadnik [;Zyka;:zf.] 0Oznaczany sktadnik [rﬁ;‘l/\’;;t:if.]
Naftalen (N) 51,52 WWAs 4-pierscieniowe 766,86
Acenaftalen (Acl) 56,21 Benzo(b)fluoranten (BbF) 84,30
Acenaften (Ac) 149,86 Benzo(k)fluoranten (BkF) 51,52
Fluoren (Fluo) 281,01 Benzo(a)piren (BaP) 56,20
Fenantren (Fen) 749,32 Hopan (3017a(H), 21 B (H) 5,00
Antracen (A) 365,31 Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 2341
WWAS 3-pierécieniowe 1601,71 WWASs 5-pierscieniowe 220,43
Fluoranten (F) 271,63 Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 18,73
Piren (Pir) 284,21 Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 14,06
Benzo(a)antracen (BaA) 103,3 WWASs 6-pierscieniowe 32,79
Chryzen (CH) 107,72 Suma (WWAs): 3256,51
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0 28,7%

B 8,2%

@ 2-pierscieniowe @3-pierscieniowe B4-pierscieniowe B 5-pierscieniowe O6-pierscieniowe

Wykres 4.4. Procentowy udzial zidentyfikowanych weglowodoréw WWA wchodzacych w sktad

zanieczyszczen gleby

Sumaryczna zawarto§¢ WWAs w badanej probce gleby wynosi 3 256,51 mg/kg s.m.
(tab. 4.5). Procentowy udzial poszczegélnych 16 WWA, zidentyfikowanych w wyniku
wykonanej analizy chromatograficznej, przedstawiony na wykresie 4.4, ksztaltuje si¢
na poziomie: WWAs 2-pier$cieniowe — 1,9%, WWAs 3-pierscieniowe — 59,9%, WWAs
4-pierscieniowe — 28,7%, WWAs 5-pierscieniowe — 8,2%, WWAs 6-pierscieniowe - 1,2%.
Jak wynika z przedstawionych danych analitycznych, proces bioremediacji gleby zanie-
czyszczonej substancjami ropopochodnymi nie bedzie fatwy, gdyz w sktad zanieczyszczen
wchodzi duza ilo§¢ WWA, w tym réwniez trudno ulegajacych biodegradacji.

Badang glebe poddano analizie sitowej w celu ustalenia, jaka bedzie biodostepnos¢
mikroorganizméw i substancji odzywczych do zanieczyszczen ropopochodnych.

Rozmiar czgsteczek [mm]:

2,1 15,0%;
1-0,6 22,1%;
0,6-0,216 43,3%;
0,216-0,106 7,6%;
0,106-0,063 6,2%;
< 0,063 5,8%.
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Podczas wykonywania analiz chemicznych zwrdcono uwage na parametry majace
wplyw na przebieg procesu bioremediacji. Stwierdzono, ze w prébce przeznaczonej do
procesu oczyszczania nie ma sprzyjajacych warunkéw do rozwoju flory bakteryjnej, gdyz
stosunek N:P ksztaltuje si¢ na poziomie 4,3:1 i odbiega od optymalnego, zas pH wynosi
6,1 i rowniez wymaga korekty.

4.1.2. Dobdr optymalnych parametréw do
prowadzenia procesu oczyszczania zanieczyszczonej
gleby

Zanieczyszczona gleba, przeznaczona do prowadzenia procesu jej oczyszczania
w warunkach ex situ, charakteryzowala si¢ parametrami fizycznymi i chemicznymi od-
biegajacymi od optymalnych dla procesu bioremediacji. Z tego powodu przeznaczona
do badan glebe (probka G), zgromadzong w pryzmie (ok. 150 kg), wzbogacono przede
wszystkim w skfadniki biogenne.

Jako optymalny stosunek N:P przyjeto 7:1, ktory uzyskano dozujac w odpowiednich
dawkach (1,5-2,0 g/kg) nawdz mineralny ,,Azofoske” o skladzie: 13,6% N catkowitego
5,5% azotu azotanowego 8,1% azotu amonowego 6,4% P,Os rozpuszczalnego, 19,1%
K,O w postaci K,SO4, 4,4% MgO w postaci rozpuszczalnego MgSO, oraz mikroelementy
(0,17% Fe, 0,27% Mn, 0,18% Cu, 0,045% Zn, 0,09% Mo). Dobér substancji biogennych
jest niezwykle waznym elementem w procesie bioremediacji, lecz nie jest jednak wska-
zane wprowadzanie zbyt wysokiej ich ilosci, gdyz mogloby to doprowadzi¢ do wzrostu
ci$nienia osmotycznego na zewnatrz komorki bakteryjnej. Zjawisko to moze hamowaé
pobieranie wody przez bakterie, a w skrajnych warunkach powodowaé nawet ich od-
wodnienie [96, 204, 121].

W celu korekty odczynu gleby do uzyskania optymalnego pH 7,5-7,8 dozowano
wapno nawozowe w ilosci 1,0-1,5 g/kg gleby. Wapn pochodzacy z weglanu wapnia
sprzyja tworzeniu si¢ struktury granulkowatej powodujac koagulacje koloidow gle-
bowych, dzieki czemu poprawiaja si¢ warunki powietrzno-wodne w glebie. Ponadto
wplywa na zwiekszenie przezywalnoséci mikroorganizméw poprzez ochrong ich blon
komorkowych przed dezintegrujacym wpltywem weglowodoréw zardéwno alifatycznych,
jak i aromatycznych [100].

Tak przygotowang glebe poddano procesowi bioremediacji podstawowej, ukierun-
kowanej na zmniejszenie zawartosci substancji ropopochodnych TPH i WWA w zanie-
czyszczonej glebie.
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4.2. Przeprowadzenie procesu oczyszczania gleby
zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi TPH
i WWA w warunkach ex situ

4.2.1. Analiza statystyczna i pierwszorzedowy model
biodegradacji TPH i WWA

W celu opracowania uproszczonego matematycznego modelu biodegradacji TPH
i WWA podczas prowadzenia badan w skali laboratoryjnej do oceny stopnia biodegra-
dacji zastosowano biomarker Csy17a(H), 213(H)-hopan, ktéry stanowi wyizolowanag
frakcje z rop pochodzacych ze z16z kalifornijskich. Wykorzystanie tego biomarkera
w badaniach procesu biodegradacji TPH i WWA w glebie pozwolito na wyeliminowanie
btedéw analitycznych w oznaczeniach ilosciowych ww. substancji ropopochodnych.
Znormalizowane hopanem wyniki oznaczen chromatograficznych TPH i WWA wykona-
nych w trakcie prowadzenia biodegradacji postuzyty do opracowania matematycznego
pierwszorzedowego modelu opisujacego przebieg biodegradacji TPH i WWA [144, 189,
204, 205]. Zostal on opisany réwnaniem (5):

C/Cy = (C/Cy)oexp (-kt) (5)

gdzie:

C - koncentracja analitu;

Cy - koncentracja hopan;

k — stata biodegradacji pierwszego rzedu [d™'];

C/Cy — znormalizowane stezenie analitu w czasie;

(C/Cy), — znormalizowane stezenie analitu w punkcie wyj$ciowym;
t — czas trwania procesu [dni].

Analiza regresji nieliniowej z zastosowaniem réwnania (5) umozliwita wyznaczenie
stalej biodegradacji pierwszego rzedu (k) oraz wspdtczynnika korelacji (r?) okreélajacego
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dopasowanie punktéw pomiarowych do krzywych teoretycznych procesu biodegradacji
TPH oraz WWA. Przeprowadzenie nieliniowej wariancji (ANOVA) metoda Tukeya na
poziomie ufnosci p < 0,05 umozliwia eliminacje danych analitycznych (chemicznych
i biologicznych) statystycznie nieistotnych. Do statystycznego przetwarzania otrzyma-
nych danych analitycznych zastosowano program Statistica w wersji 7.1.

4.2.2. Bioremediacja podstawowa gleby zanieczyszczone;j
substancjami ropopochodnymi TPH i WWA

Bioremediacja podstawowa jest procesem, podczas ktérego jedynie naturalna
mikroflora bakteryjna jest wykorzystywana do obnizania zawarto$ci zanieczyszczen
w glebie do jak najnizszego poziomu w okreslonych ramach czasowych. Aby proces
ten moégl by¢ skutecznie przeprowadzony, musi by¢ spetnionych kilka okreslonych
warunkow:

e obecnos¢ odpowiedniej liczby mikroorganizméw zdolnych do roz-
ktadu i mineralizacji substancji ropopochodnych;

o odpowiednia zawarto$¢ nieorganicznych sktadnikéw pokarmowych
niezbednych do wzrostu mikroorganizmoéw (przede wszystkim
zwigzkow azotu i fosforu);

« odpowiednia wilgotno$¢ srodowiska;

e odpowiednia temperatura (istniejg mikroorganizmy psychrofilne
zdolne do degradacji weglowodoréw w niskich temperaturach, lecz
wydajnos¢ tego procesu jest niska);

o odpowiedni odczyn $rodowiska;

o stezenie zwigzkow ropopochodnych nie moze przekraczac biologicz-
nej tolerancji mikroorganizmoéw rozkltadajacych te zwigzki.

W ramach procesu bioremediacji prowadzono napowietrzanie gruntu przy
uzyciu powietrza z agregatu sprezarkowego. Zapotrzebowanie na tlen w przypadku
gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi jest wielokrotnie wigksze niz
w przypadku wolnej od zanieczyszczen ropopochodnych, natomiast jego niedostatek
jest istotnym czynnikiem ograniczajacym efektywno$¢ bioremediacji.

Temperature wewnatrz pryzmy utrzymywano na poziomie 17-25°C, gdyz taka
warto$¢ przyjeto za mozliwg do osiagniecia w warunkach terenowych w sezonie letnim
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w umiarkowanej strefie klimatycznej. Temperatura jest czynnikiem, od ktérego zalezy
aktywno$¢ drobnoustrojow, a tym samym intensywno$¢ rozktadu weglowodorow.
Podczas przebiegu procesow biodegradacyjnych optymalny zakres temperatury dla
wiekszosci bakterii wynosi 20-38°C [217].

Wilgotnos¢ gleby utrzymywano na poziomie zblizonym do optymalnego, tj. 20—
25%, stosujac zraszanie woda.

W wyniku przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych (metoda ex situ)
procesu bioremediacji podstawowej, stymulowanej poprzez dobér optymalnych
parametrow gleby, osiagnieto obnizenie zawarto$ci TPH z 16 092,0 mg/kg s.m. do
10 416 mg/kg s.m. w okresie 90 dni trwania procesu (tab. 4.6, wykres 4.5). Stopien
obnizenia TPH ksztaltowal si¢ nastepujaco:

e po 30 dniach - 15,6%;
e po 60 dniach - 28,1%;
e po 90 dniach - 35,3%.

Przeprowadzony proces bioremediacji podstawowej przyczynit sie do widocznego
obnizenia zawarto$ci WWAs - z 3256,51 do 2491 mg/kg s.m. (tab. 4.6, wykres 4.6).
Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz chromatograficznych mozna stwierdzié¢,
ze stopien redukcji WWAs wynosit odpowiednio:

e po 30 dniach - 13,1%;
e po 60 dniach - 20,7%;
e po 90 dniach - 23,5%.

W wyniku przeprowadzonego procesu oczyszczania gleby uzyskano réwniez
obnizenie zawarto$ci fenoli z 21,8 do 17,3 mg/kg s.m. oraz cyjankéw z 36,4 do
29,2 mg/kg s.m. Wzrost aktywnosci dehydrogenazowej z 9,8 do 31,2 mg TF/g s.m./24 h
w trakcie procesu bioremediacji podstawowej korelowal z obnizaniem si¢ zawarto$ci
zanieczyszczen TPH i WWA (tab. 4.6).

W wyniku prowadzenia procesu bioremediacji podstawowej uaktywniono na-
turalna mikroflore skazonego terenu, co przyczynito sie do zwiekszenia efektywnosci
nastepnych etapdw procesu oczyszczania, jakimi byly kolejne inokulacje oczyszczanej
gleby za pomocag trzech konsorcjow bakteryjnych (BA-1, BA-2 i BA-3), zlozonych
z mikroorganizméw wykazujacych zdolnosci rozktadu weglowodoréw ropopo-
chodnych TPH i WWA. Do dalszych badan uzyto gleby po procesie bioremediacji
podstawowej.
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Tabela 4.6. Zestawienie wynikow analiz fizycznych i chemicznych podczas
prowadzenia procesu bioremediacji podstawowej gleby zanieczyszczonej substancjami
ropopochodnymi (metoda ex situ)

(Czas trwania procesu bioremediacji podstawowej
oczyszczanej gleby

Oznaczenie Jednostka Gleba G

15dni 30dni 45dni 60dni 75dni 90 dni

Odczyn pH 6,1 7,2 73 74 7,5 7,5 7,6
Wilgotnos¢ % 15,3 18,2 19,3 211 22,2 21,3 21,3
ChZT mg 0,/kg s.m. 38741 | 35226 | 32169 | 29612 | 26576 | 25317 | 24278
TPH mg/kg s.m. 16092 | 14876 | 13587 | 12478 | 11578 | 10987 | 10416
WWAs mg/kg s.m. 3256,5 | 3020 2830 2695 2583 2528 2491

Jon amonowy NH,* mg/kg s.m. 302,1 299 301 282 275 273 265
Azotany (V) NO5~ mg/kg s.m. 95,1 88,2 87,8 83,8 82,4 80,5 78,8
Fosforany (V) PO~ mg/kg s.m. 76,2 75,2 74,8 74 73,7 71,1 70,8
Fenole mg/kg s.m. 21,8 20,1 19,5 18,9 18,1 17,8 17,3
Cyjanki mg/kg s.m. 36,4 35,0 34,2 32,8 31,1 29,8 29,2
deth:g;’;:]‘f;owa mgTF/gsm./24h | 938 15 | 183 | 243 | 283 | 299 | 312
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4.2.3. Bioaugmentacja gleby biopreparatami BA-1, BA-2
oraz BA-3

Badania procesu bioaugmentacji prowadzono przez okres 210 dni w trzech kolejno
nastepujacych po sobie etapach:
o przez okres 90 dni biopreparatem BA-1;
o przez okres 60 dni biopreparatem BA-2;
o przez okres 60 dni biopreparatem BA-3.

Biopreparaty BA-1, BA-2 oraz BA-3 opracowano w Zakladzie Mikrobiologii INiG -
PIB na podstawie wynikéw uzyskanych z mikrobiologicznego badania gleby w polaczeniu
z rezultatami analiz chromatograficznych zanieczyszczen weglowodorowych zawartych
w glebie.

W badaniach zastosowano inokulacj¢ za pomocg trzech konsorcjéw bakteryjnych
(BA-1, BA-2, BA-3), ztozonych z niepatogennych mikroorganizméw wykazujacych zdol-
noéci rozkladu weglowodoréw ropopochodnych. Kazdy z mikroorganizméw zawartych
w biopreparatach przejawial zdolno$ci wzrostu w obecno$ci zaréwno n-alkandw, jak
i weglowodoréw aromatycznych.

Przy opracowywaniu biopreparatu badania mikrobiologiczne ukierunkowano pod
katem [84, 165]:

o ruchliwoéci mikroorganizméw;

o zdolnos$ci wzrostu w warunkach tlenowych i beztlenowych;

o zdolnos$ci wzrostu w szerokim przedziale temperaturowym (4-40°C);

o zdolno$ci wykorzystania weglowodoréw jako jedynego zrédia wegla
w procesach zyciowych.

Proces bioaugmentacji gleby (po przeprowadzonym zabiegu bioremediacji podsta-
wowej: gleba G-BP) biopreparatem BA-1 metodg ex situ prowadzono przez okres 90 dni
(tab. 4.7, wykresy 4.7-4.8). Umozliwit on obnizenie zawartosci:

o TPH do poziomu 4797 mg/kg s.m., co stanowi 34,9% redukgcji zanie-
czyszczen;

o WWA do poziomu 1199 mg/kg s.m., co stanowi 51,9% redukcji zanie-
czyszczen.

Po przeprowadzonym zabiegu inokulacji gleby (po zabiegu bioaugmentacji bioprepa-
ratem BA-1: gleba G-BA1) biopreparatem BA-2 i prowadzeniu przez okres 60 dni procesu
bioaugmentacji uzyskano znaczne obnizenie zaréwno TPH (z 4797 do 2095 mg/kg s.m.),
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jak 1 WWA (z 1199 do 482 mg/kg s.m.) (tab. 4.8, wykresy 4.7-4.8). Podczas procesu
bioaugmentacji biopreparatem BA-2 gleby G-BA1, prowadzonego w warunkach ex situ,
odnotowano obnizenie:

e po 30 dniach: TPH (9,6%), WWA (31,5%);

e po 60 dniach: TPH (16,8%), WWA (59,8%)
w odniesieniu do pierwotnej zawartos$ci zanieczyszczen weglowodorowych.

Ponadto zanotowano zmniejszenie zawartosci fenoli do poziomu 7,8 mg/kg s.m.

i cyjankéw do wartoéci 15,3 mg/kg s.m.

Tabela 4.7. Zestawienie wynikow analiz fizycznych i chemicznych podczas prowadzenia
procesu bioaugmentacji biopreparatem BA-1 gleby G-BP, zanieczyszczonej substancjami
ropopochodnymi (metoda ex situ)

(zas trwania procesu oczyszczania gleby G-BP

Oznaczenie Jednostka ki biopreparatem BA-1
G-BP

15dni 30dni 45dni 60dni 75dni 90 dni

0dezyn pH 76 | 74 | 75 | 76 | 16 | 17 | 77
Wilgotnos¢ % A3 | 205 | 10 | 20 | 195 | 187 | 218
ChiTe, mgOykgsm. | 24278 | 23056 | 20987 | 19999 | 19175 | 18624 | 18206

TPH mg/kgsm. | 10416 | 8974 | 7048 | 6153 | 5574 | 5214 | 4797
WWAS mg/kgsm. | 2491 | 2090 | 1804 | 1547 | 1354 | 1247 | 1199

Jon amonowy NH;* mg/kg s.m. %5 | 337 | 310 | 299 | 287 | 25 | 22
Azotany (V) NO;~ mg/kgsm. | 788 | 725 | 73 | 73 | 684 | 674 | 634
Fosforany (V) PO~ mg/kgsm. | 708 | 876 | 816 | 765 | 752 | 7,1 | 707
Fenole mgkgsm. | 173 | 168 | 152 | 137 | 120 | 114 | 111
Cyjanki mg/kgsm. | 292 | 283 | 262 | 249 | 27 | B1 | 28
deh;\g:z;’e':]"aiéowa mgTFigsm./24h | 312 | 355 | 384 | 435 | 485 | 523 | 558
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Tabela 4.8. Zestawienie wynikow analiz fizykochemicznych podczas prowadzenia
procesu bioaugmentacji biopreparatem BA-2 gleby G-BA1, zanieczyszczonej
substancjami ropopochodnymi (metoda ex situ)

(zas trwania procesu oczyszczania gleby
G-BA1 biopreparatem BA-2

Oznaczenie Jednostka

15 dni 30 dni 45 dni 60 dni

Odczyn pH 7,1 73 7,4 7,5 7,5
Wilgotnos¢ % 21,8 20,5 19,6 20,4 22,6
ChZT mg 0,/kg s.m. 18 206 16 252 13778 11466 10024

TPH mg/kg s.m. 4797 4021 3254 2478 2095

WWAs mg/kg s.m. 1199 987 821 601 482

Jon amonowy NH,* mg/kg s.m. 272 305 298 285 280
Azotany (V) NO;~ mg/kg s.m. 63,4 59,9 58,2 55,6 55,6
Fosforany (V) PO~ mg/kg s.m. 70,7 753 74 73,7 71,1

Fenole mg/kg s.m. 1,1 10,8 9,5 8,2 7.8
Cyjanki mg/kg s.m. 2,8 20,5 183 16,9 153
deh;\g:zgve"n"ai"owa mgTF/gs.m./ 24 h 55,8 59,8 64,5 69,7 723

W tabeli 4.9 oraz na wykresach 4.7-4.8 przedstawiono wyniki prowadzenia przez
okres 60 dni w warunkach ex situ procesu bioaugmentacji gleby (po wykonanym zabiegu
bioaugmentacji gleby G-BA1 biopreparatem BA-2: gleba G-BA2) biopreparatem BA-3.
Przeprowadzony proces bioaugmentacji poskutkowal obnizeniem zawartosci:

o TPH do poziomu 992 mg/kg s.m., co stanowi 6,9% redukcji zanieczyszczen;
o WWA do poziomu 181 mg/kg s.m., co stanowi 62,4% redukcji zanieczyszczen.

Ponadto po zakonczonym procesie bioaugmentacji odnotowano wzrost aktywno-
$ci dehydrogenazowej do warto$ci 103,4 mg TF/g s.m./24 h, korelujacy z obnizaniem
si¢ zawarto$ci zanieczyszczen TPH i WWA. Prowadzony proces przyczynil sie réwniez
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do zmniejszenia zawartosci fenoli (z 7,8 do 2,5 mg/kg s.m.) oraz cyjankéw (z 15,3 do
13,1 mg/kg s.m.) (tab. 4.9).

Tabela 4.9. Zestawienie wynikow analiz fizykochemicznych podczas prowadzenia
procesu bioaugmentacji biopreparatem BA-3 gleby G-BA2, zanieczyszczonej
substancjami ropopochodnymi (metoda ex situ)

Czas trwania procesu oczyszczania gleby

Oznaczenie Jednostka glgt;\; G-BA2 biopreparatem BA-3

15 dni 30 dni 45 dni 60 dni

Odczyn pH 7,5 74 7.3 7,2 7.1
Wilgotnos¢ % 22,6 21,5 18,4 19,6 20,3
ChZT mg 0,/kg s.m. 10024 8475 5298 3243 2874

TPH mg/kg s.m. 2095 1548 1248 1089 992
WWAs mg/kg s.m. 482 401 301 204 181

Jon amonowy NH,* mg/kg s.m. 280 274 245 256 270
Azotany (V) NO5~ mg/kg s.m. 55,6 61,2 63,2 59,3 55,2
Fosforany (V) PO~ mg/kg s.m. 711 73,2 70,3 68,3 68,3
Fenole mg/kg s.m. 7,8 6,4 52 31 2,5
Cyjanki mg/kg s.m. 153 16,3 14,2 13,4 13,1
deh‘y\g:z;’e"n‘;iéowa mgTF/gs.m./24h 743 80,1 87,3 92,3 103,4

Przedstawione wyniki badan procesu bioaugmentacji metoda ex situ prowadzonego
przez okres 210 dni wskazujg na znaczne obnizenie zawarto$ci TPH 1 WWA w oczysz-
czanej glebie. Ich stezenie obnizylo si¢ do wartoéci, ktéra — zgodnie z zalacznikiem do
rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 1 wrzeénia 2016 r. - poz. 1395 - umozliwia
zakwalifikowanie oczyszczonej gleby do IV grupy gruntéw zalegajacych na glebokosci
0-0,5m p.p.t.
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Wrykres 4.7. Efekt obnizania zawartosci TPH w zanieczyszczonej glebie podczas prowadzenia

procesu bioaugmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 oraz BA-3
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Wrykres 4.8. Efekt obnizania zawarto$ci WWA w zanieczyszczonej glebie podczas prowadzenia

procesu bioaugmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 oraz BA-3
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4.2.4. Ocena efektywnosci procesu biodegradacji na podstawie
chromatograficznych analiz zanieczyszczen ropopochodnych
TPH w oczyszczanej glebie

Prowadzenie procesu oczyszczania gleby w warunkach ex situ pozwala na: kontrole
przebiegu proceséw biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych, dobdr optymalnych
dawek wapna nawozowego i nawozdéw mineralnych, wstepne okreslenie ram czasowych
trwania poszczego6lnych etapdw oczyszczania oraz zapoznanie si¢ z efektywnoscia
biopreparatu opracowanego na bazie mikroorganizmoéw.

W wyniku przeprowadzonego etapu bioremediacji podstawowej w warunkach
laboratoryjnych po okresie 90 dni nastgpit znaczny stopien redukcji zanieczyszczen
TPH -z 16 092,0 do 10 416,4 mg/kg s.m., czyli o 35,3%. Wykonane analizy chroma-
tograficzne pozwolily na oceng stopnia biodegradacji poszczegdlnych weglowodordéw
ropopochodnych (n-alkanéw) wchodzacych w sktad zanieczyszczen TPH (tab. 4.10,
wykresy 4.9-4.10).

Przedstawione wyniki analiz chromatograficznych pozwalaja na stwierdzenie,
ze podczas bioremediacji podstawowej najwyzszy stopieni obnizenia zanotowano
dla weglowodoréw szeregu alifatycznego n-Ci—n-Cy — w granicach 37,7-47,5%, za$
w przypadku weglowodoréw z zakresu n-Cy-n-Cs; jest nieznacznie nizszy, gdyz waha
sie w granicach 8,7-32,1% (tab. 4.10, wykres 4.9).

Etap inokulacji biopreparatem BA-1 prowadzony w warunkach laboratoryjnych
metodg ex situ przez okres 90 dni umozliwil obnizenie zawartosci TPH z 10 416,4 do
4797,1 mg/kg s.m., co stanowi 53,9% redukcji. Analiza chromatograficzna wykazala,
ze najszybciej zachodzi biodegradacja weglowodordw alifatycznych o dlugosci tan-
cucha weglowego n-C,y—n-Cy — na poziomie 46,0-69,6%. Weglowodory z zakresu
n-Cy-n-Cs, ulegajg biodegradacji rowniez w zadowalajacym stopniu - w granicach
30,4-43,0%. Przedstawione wyniki dowodza, Ze zastosowany biopreparat BA-1 byt
skuteczny (tab. 4.10, wykres 4.9). Z uwagi na spowolnienie procesu biodegradacji
n-alkanéw w konicowym etapie procesu bioaugmentacji biopreparatem BA-1 - badania
kontynuowano po inokulacji gleby biopreparatem BA-2, opracowanym w Zaktadzie
Mikrobiologii INiG - PIB.

Drugi etap inokulacji prowadzony w warunkach ex situ (60 dni) z zastosowaniem
biopreparatu BA-2 umozliwit obnizenie TPH z poziomu 4797,1 do 2095,4 mg/kg s.m.,
co stanowi 56,3% redukcji zanieczyszczenia. Najwyzsze obnizenie zawarto$ci weglo-
wodoréw alifatycznych odnotowano dla n-alkanéw o diugosci taricucha weglowego
n-Cjo—n-Cy — na poziomie 52,4-73,9%. Nizszym stopniem biodegradacji charaktery-
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zowaly sie weglowodory z zakresu n-C,s—n-Cs,, ktorych zawartos¢ w glebie zmniejszyla
sie 0 29,4-41,3% (tab. 4.10, wykres 4.9).

Zmniejszenie szybkosci biodegradacji w konncowym etapie przebiegu procesu
bioaugmentacji biopreparatem BA-2, przy jednoczesnym niedostatecznym stopniu
obnizenia si¢ zawartoéci weglowodoréow ropopochodnych w oczyszczanej glebie,
poskutkowato decyzja przeprowadzenia trzeciego etapu procesu oczyszczania, ktory
polegal na inokulacji badanej gleby biopreparatem BA-3 i prowadzeniu procesu bio-
augmentacji przez kolejne 60 dni. Po zakonczeniu procesu oczyszczania gleby pobrano
probki oczyszczonej gleby i wykonano ich analize fizykochemiczng i toksykologicznag.
Wyniki analizy wykazaly, ze poziom zawartoéci substancji ropopochodnych obnizyt
sie do wartosci 992,1 mg/kg s.m., co $wiadczy o 52,7% redukcji zanieczyszczenia. Naj-
wieksze obnizenie zawartosci weglowodorow alifatycznych odnotowano dla n-alkanéw
o dlugosci tancucha weglowego n-Cyo—n-C,s — na poziomie 51,4-75,19%. Nizszym
stopniem biodegradacji charakteryzowaly sie weglowodory z zakresu n-Cy—n-Cs,,
ktorych zawarto$¢ w glebie zmniejszyta sie w zadowalajacym stopniu (od 30,9% do
45,6%) (tab. 4.10, wykresy 4.9 1 4.10).

2500

BG - gleba zanieczyszczona
BG-BP — gleba po bioremediacji podstawowej

2000 OG-BA1 — gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-1
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Wrykres 4.9. Poréwnanie zmian zawarto$ci n-alkandéw po przeprowadzeniu kolejnych etapéw

oczyszczania gleby metoda ex situ (liczba powtérzen pomiaréw n = 8-10, p < 0,05)
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n-C17/Pr n-C18/F

BG - probka gleby zanieczyszczonej

B G-BP — probka gleby po bioremediacji podstawowej

BG-BAT - prébka gleby po bioaugmentacji biopreparatem BA-1
B G-BA2 - probka gleby po bioaugmentacji biopreparatem BA-2
OG-BA3 — prébka gleby po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

Wykres 4.10. Wartoéci stosunkéw n-C,7/Pr i n-C,s/F w glebie po kolejnych etapach jej

oczyszczania metoda ex situ

Na podstawie wykonanych badan mozna stwierdzi¢, ze stosowane biopreparaty BA-1,
BA-2 i BA-3 charakteryzuja si¢ wysoka efektywnoscia oraz szerokim spektrum dziatania,
gdyz obnizenie zawartosci jest widoczne prawie dla wszystkich n-alkanéw wchodzgcych
w sklad zanieczyszczen ropopochodnych wystepujacych w oczyszczanej glebie.

Zastosowany proces oczyszczania gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochod-
nymi przebiegal w zadowalajagcym tempie. Swiadczg o tym obliczone na podstawie analiz
chromatograficznych n-alkanéw wskazniki stopnia biodegradacji n-C,7/Pr i n-C,s/F, ktdre
w kolejnych etapach oczyszczania ulegaja odpowiednio zmniejszeniu (wykres 4.10):

dla etapu bioremediacji podstawowej: dla bioaugmentacji biopreparatem BA-2:
e n-Cy,/Prz9,065do 5,201; e n-Cy,/Prz2,013 do 0,688;
o 1n-C;s/F z 8,250 do 4,466; e 1n-Cy/Fz 1,585 do 0,485;
dla bioaugmentacji biopreparatem BA-1: dla bioaugmentacji biopreparatem BA-3:
o n-Cy;/Prz 5,201 do 2,013; o n-Cy;/Prz 0,688 do 0,207;
o 1n-C;s/F 24,466 do 1,585; e n-C;s/F 20,485 do 0,169.
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Pierwszorzedowy model biodegradacji substancji TPH w oczyszczanej glebie

W celu opracowania matematycznego modelu przebiegu procesu biodegradacji
w kolejnych etapach oczyszczania w badaniach laboratoryjnych zastosowano biomarker
Cs017a(H), 21B(H)-hopan, wzgledem ktoérego przeprowadzono normalizacj¢ koncentracji
TPH oznaczanej w trakcie przebiegu poszczegolnych etapdw procesu oczyszczania gleby.
Przebieg procesu biodegradacji TPH, obejmujacego bioremediacje podstawowa i kolejne
inokulacje biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3, opisano réwnaniem postaci (5). Poszczegélne
wspolczynniki tego réwnania (wykres 4.11) (k, (C/Cuy), oraz wspoétczynnik korelacji r?)
dla kolejnych etapdéw oczyszczania zestawiono w tabeli 4.11.

Tabela 4.11. Zestawienie wspolczynnikéw rownania modelu matematycznego
biodegradacji TPH w kolejnych etapach procesu oczyszczania gleby

Wspétczynnik

Etap oczyszczania (C/Cy)o korelagji (1)
Bioremediacja podstawowa 0,0051+0,008 3187 £325 0,9948
Bioaugmentacja biopreparatem BA-1 0,0087 +0,010 1960,9 +98 0,9545
Bioaugmentacja biopreparatem BA-2 0,0143 0,014 976,3 +9,2 0,9943
Bioaugmentacja biopreparatem BA-3 0,0123 +£0,016 388,7 4,2 0,9501

Stata biodegradacji pierwszego rzedu (k) podczas etapu bioremediacji podstawowej
wynosi 0,0051 [dni™']. Przy inokulacji biopreparatami na bazie mikroorganizmoéw state
k wynosza:

o dla biopreparatu BA-1,  k=0,0087 dni™;
o dla biopreparatu BA-2, k=0,0143 dni’;
o dla biopreparatu BA-3, k=0,0123 dni™".

Z powyzszego wynika, ze stata biodegradacji pierwszego rzedu (k) jest wyzsza dla etapu
bioaugmentacji biopreparatem BA-2, co $wiadczy o wigkszej dynamice przebiegu tego procesu.
Wspolczynniki korelacji, wynoszace odpowiednio: 0,9948, 0,9545,0,9943 10,9501 (tab. 4.11),
$wiadcza o zadowalajacym dopasowaniu punktéw pomiarowych, wyznaczonych w poszcze-
golnych etapach biodegradacji TPH, do krzywych opisanych réwnaniem (5) (wykres 4.11).
Prawidlowo$¢ postepowania podczas proby opracowania modelu matematycznego biode-
gradacji TPH potwierdzajg doniesienia literaturowe [50, 142, 144, 189].
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—&— G-BA1 — gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-1
—4&— G-BA2 — gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-2
—— G-BA3 — gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

Wrykres 4.11. Obnizenie zawartosci TPH (C/CH) po normalizacji hopanem w kolejnych etapach
biodegradacji oczyszczanej gleby (liczba powtoérzen n = 8-10, przy p <0,05)

4.2.5. Ocena efektywnosci procesu biodegradacji na
podstawie chromatograficznych analiz zanieczyszczen WWA
w oczyszczanej glebie

Gleba uzywana w procesie oczyszczania skazona byla w znacznym stopniu wielo-
pierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi, ktérych sumaryczna zawartos¢ WWAs
przekracza dopuszczalne wartosci.

Opracowana metodyka chromatograficznego oznaczania zawarto$ci poszczegdl-
nych WWA umozliwila identyfikacje 16 WWA i ich ilo$ciowe oznaczenie w glebie. Zmiany
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zawartosci poszczegdlnych WWA podczas kolejnych etapéw oczyszczania stanowig podstawe do
okreglenia efektywnos$ci oczyszczania gleby. Ilosciowe obliczenia zmian i rozklad zawartosci
poszczegdlnych 16 WWA w kolejnych etapach oczyszczania zestawiono w tabeli 4.12 i zo-
brazowano na wykresie 4.12. Przeprowadzone badania laboratoryjne procesu bioremediacji
podstawowej metodag ex situ wykazaly, ze osiggnieto znaczne obnizenie zawartosci WWAs
-2 3256,51 do 2491,70 mg/kg s.m. w okresie 90 dni.

Analiza chromatograficzna pozwolila na okreslenie stopnia redukcji poszczegdlnych
zidentyfikowanych WWA. Najwyzszy stopief obnizenia zawartosci, ktory wyniost 42,1%,
zanotowano dla 2-pier§cieniowego naftalenu. Nieco mniejszy stopien biodegradacji uzy-
skano dla WWA 3-pierscieniowych (Acl, Ac, Fluo, Fen, A) i ksztaltowat si¢ on na poziomie
27,2-29,6%. W przypadku 4-pierscieniowych WWA (F, Pir, BaA, CH) stopient zmniejszenia
ich zawarto$ci byl znacznie nizszy i zawieral si¢ w granicach: 10,3-24,6%. WWA 5-pier-
$cieniowe (BbF, BKFE, BaP, IndP, DaA) bylty zdecydowanie trudniej biodegradowalne, gdyz
efektywnos¢ procesu bioremediacji podstawowej okreslono na poziomie 3,2-8,3%. Ob-
nizenie intensywnosci biodegradacji jest szczegdlnie widoczne dla benzo(k)fluorantenu
(BKF) - z 51,52 do 49,87 mg/kg s.m. — oraz dibenzo(a,h)antracenu (DaA) - z 23,41 do
22,57 mg/kg s.m. Natomiast WWA zawierajace 6 pier§cieni w czasteczce (IndP i BghiP)
ulegaja biodegradacji na bardzo niskim poziomie: 3,1-3,9%.

W celu uzyskania wyzszego obnizenia zawartosci WWA w zanieczyszczonej glebie
zastosowano inokulacje biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3. Biopreparaty te cechowaly sie
zdolno$ciami biodegradacji WWA (tab. 4.12, wykres 4.12).

Przeprowadzenie etapu inokulacji biopreparatem BA-1 przyczynilo sie do obnize-
nia zawarto$ci WWAs w ciggu 90 dni z poziomu 2491,70 do 1199,82 mg/kg s.m. Analizy
chromatograficzne upowazniajg do stwierdzenia, ze najwyzszy stopien redukcji zano-
towano w przypadku dwupier§cieniowego naftalenu (N), gdyz jego zawarto$¢ w glebie
zmniejszyla si¢ z 29,81 do 9,57 mg/kg s.m., czyli 0 67,9%. Réwnie wysoki stopient obnizenia
zanotowano w przypadku WWA 3-pierécieniowych (Acl, Ac, Fluo, Fen, A) na poziomie
61,2-67,8%. Nieznacznie nizszy stopien obnizenia, w granicach 36,5-51,6%, uzyskano
dla WWA 4-pierécieniowych (E Pir, BaA, CH), co jest szczeg6lnie widoczne dla:

 fluorantenu (F) - obnizenie zawartosci z 204,77 do 99,08 mg/kg s.m. oraz

o pirenu (Pir) - obnizenie zawarto$ci z 218,62 do 119,79 mg/kg s.m.

W przypadku WWA zawierajacych pie¢ pierscieni w czasteczce (BbF, BKF, BaP,
DaA) osiggniete obnizenie zawartoéci bylo juz mniejsze, gdyz ksztaltowalo si¢ w zakresie
16,5- 36,8%. Stopien redukcji zawartos$ci 6-pierscieniowych WWA byl najnizszy sposréd
wszystkich WWA (9,2-17,5%).
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900

G - gleba zanieczyszczona

8G-BP - gleba po bioremediacji podstawowej

©G-BA1 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-1

8 G-BA2 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-2
700

8G-BA3 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

= Serie6

Zawartos¢ WWA [mg/kg s.m.]

Wykres 4.12. Poréwnanie zmian zawartosci zidentyfikowanych WWA po przeprowadzeniu
kolejnych etapdw oczyszczania zanieczyszczonej gleby metoda ex situ (liczba powtdrzen

pomiaréw n = 8-10, p < 0,05)

W wyniku prowadzenia procesu bioaugmentacji z wykorzystaniem biopreparatu BA-2 przez
okres 60 dni uzyskano zmniejszenie zawarto$ci WWAs z 1199,82 do 482,82 mg/kg s.m.

Podobnie jak we wcze$niejszych etapach oczyszczania gleby najwyzszy stopien
biodegradacji odnotowano w przypadku naftalenu (72,9%). Nieco nizszym stopniem
biodegradacji charakteryzowaly sie WWA 3-pierécieniowe (Acl, Ac, Fluo, Fen, A) - na
poziomie 63,6-71,0%. Natomiast poziom obnizenia zawartosci WWA 4-pierscieniowych
(F, Pir, BaA, CH) zawieral sie w granicach 53,0-68,3%. WWA 5-pierscieniowe (BbF, BKE,
BaP, DaA) w wyniku biodegradacji ulegly redukeji o 23,9-53,3%. Stopient zmniejszenia
zawartosci 6-pierscieniowych WWA byt najnizszy sposrod wszystkich WWA, gdyz wy-
nosit 16,8-29,4%.
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Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazonych TPH i WWA pod katem opracowania technologii ich bioremediacji

Zastosowanie ostatniego etapu procesu oczyszczania, jakim byla inokulacja gleby
biopreparatem BA-3, a nastepnie prowadzenie procesu bioaugmentacji przez okres 60 dni,
spowodowalo obnizenie zawartosci WWA w glebie z 482,82 do 181,92 mg/kg s.m. W tym
etapie procesu oczyszczania gleby osiggnieto zmniejszenie zawarto$ci WWA: naftalenu
0 77,2%, 3-pier$cieniowych o 72,4-79,0%, 4-pierscieniowych o 58,8-70,6%, 5-pierscie-
niowych o 20,3-52,9% oraz 6-pier$cieniowych o 15,9-22,0%.

Z przeprowadzonych badan procesu oczyszczania gleby metoda ex situ wynika, ze stoso-
wane biopreparaty BA-2 i BA-3 charakteryzowaly si¢ szerszym spektrum biodegradacji WWA
w poréwnaniu z biopreparatem BA-1. Odnotowano istotng biodegradacje nawet weglowodoréw
o wigkszej iloéci pier$cieni aromatycznych w czasteczce, nalezacych do najbardziej rakotwor-
czych i trudno biodegradowalnych zwiazkéw aromatycznych (tabela 4.12, wykres 4.12).

Przeprowadzone badania laboratoryjne procesu oczyszczania gleby zanieczyszczonej
substancjami ropopochodnymi przyniosly pozytywny efekt, gdyz w kolejnych etapach
oczyszczania osiggnieto obnizenie zawartosci WWAs z 3256,51 do 181,92 mg/kg s.m.,
czyli 0 94,4%. Poszczegolne grupy WWA ulegly redukcji (tabela 4.12, wykres 4.12):

o 2-pierScieniowe: G-BP 0 42,1%, G-BA1 o 81,4%,
G-BA2 0 95,0%, G-BA3 0 98,9%;

o 3-pierscieniowe: G-BP 0 27,9%, G-BA1 o 73,9%,
G-BA2 091,0%, G-BA3 0 97,9%;

e 4-pierscieniowe: G-BP 0 20,7%, G-BA1 o 56,9%,
G-BA2 0 83,9%, G-BA3 0 94,4%;

o 5-pier$cieniowe: G-BP o 5,6%, G-BA1 0 41,5%,
G-BA2 0 63,3%, G-BA3 0 77,8%;

o O-pierscieniowe: G-BP o 3,4%, G-BA1 0 16,9%,
G-BA2 0 36,6%, G-BA3 0 48,7%.

Z wykresu 4.13, na ktérym przedstawiono procentowy udziat poszczegélnych WWA
w glebie podczas kolejnych etapdw jej oczyszczania, wynika, ze w skladzie zanieczyszczen
gleby poddawanej procesowi oczyszczania najwiekszy udzial majga WWA 3-pierscieniowe
(49,3%), mniejsze grupy stanowia WWA: 4-pierscieniowe (23,6%), 5-pierscieniowe (6,6%)
oraz 2- i 6- pier$cieniowe (1,0-1,6%).

W kolejnych etapach oczyszczania gleby, w miare zmniejszania sie¢ w niej ogélnej
zawarto$ci zanieczyszczen, analiza specjacyjna WWA wykazala tendencje zmniejszania
si¢ procentowego udzialtu WWA zawierajacych mniejsza liczbe pierscieni w czasteczce na
korzy$¢ weglowodordéw o wiekszej liczbie pierscieni. I tak po przeprowadzonym zabiegu
bioaugmentacji gleby biopreparatem BA-3 — w skladzie zanieczyszczen WWAs najwigkszy

152



4. Charakterystyka sktadu zanieczyszczen gleby skazonej substancjami ropopochodnymi (TPH i WWA)

udziat poszczegdlnych grup WWA miaty weglowodory 3-, 4- oraz 5-pier$cieniowe (18,3
26,3%), a pozostale weglowodory stanowily 0,3-9,2% (tab. 4.12, wykresy 4.12-4.13).
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Wykres 4.13. Rozktad zawartosci WWA w glebie podczas poszczegdlnych etapow jej oczyszczania
G - gleba zanieczyszczona, G-BP - gleba po bioremediacji podstawowej, G-BA1 - gleba po
bioaugmentacji biopreparatem BA-1, G-BA2 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-2,
G-BA3 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

Podsumowujac, zmiany zawarto$ci poszczegdlnych WWA podczas kolejnych etapdw
oczyszczania stanowia podstawe do okreslenia efektywnosci ich przebiegu. Na chromato-
gramie (wykres 4.14) przedstawiono rozdzial poszczegdlnych zidentyfikowanych WWA
w kolejnych etapach oczyszczania gleby.
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< Wykres 4.14. Poréwnanie chromatograméw rozdzialu WWA z prébek gleby po kolejnych
etapach procesu biodegradacji
1 - naftalen, 2 - acenaftalen, 3 - acenaften, 4 - fluoren, 5 - fenantren, 6 — antracen, 7 - fluoranten,
8 - piren, 9 - benzo(a)antracen, 10 - chryzen, 11 — benzo(b)fluoranten, 12 - benzo(k)fluoranten,
13 - benzo(a)piren, 14 — dibenzo(a,h)antracen, 15 - indeno(1,2,3,cd)piren, 16 — benzo(g,h,i)perylen

Pierwszorzedowy model biodegradacji WWA podczas oczyszczania gleby

W celu okreslenia kinetyki biodegradacji WWA w badaniach laboratoryjnych zastoso-
wano biomarker Cs 17a(H), 213(H)-hopan, wzgledem ktorego przeprowadzono normalizacje
koncentracji sumarycznej zawarto§ci WWAs (wykres 4.15) oraz sumarycznej zawartosci:
WWAS 3-pier§cieniowych (wykres 4.16), WWAs 4-pierécieniowych (wykres 4.17), WWAs
5-pier§cieniowych (wykres 4.18), WWAs 6-pierscieniowych (wykres 4.19), zmieniajacej si¢
w trakcie prowadzenia kolejnych etapdéw procesu oczyszczania: bioremediacji podstawowej
i kolejnych inokulacji biopreparatami BA-1, BA-2 oraz BA-3.

Przebieg procesu biodegradacji WWA opisano réwnaniem (5), do ktérego wspol-
czynniki, wyznaczone na podstawie efektywnosci kolejnych etapdw oczyszczania gleby,
zestawiono w tabeli 4.13.

Dla wielopier$cieniowych weglowodoréw aromatycznych WWA stata biodegradacji
pierwszego rzedu (k) dla etapu bioremediacji podstawowej jest znacznie nizsza niz dla bio-
augmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3. Poréwnujac stale biodegradacji pierwszego
rzedu (k) dla TPH i WWA, mozna stwierdzi¢, ze tempo biodegradacji TPH jest znacznie
wyzsze, szczegOlnie podczas etapu bioremediacji podstawowej (tab. 4.11 i 4.13).

Analizujgc state szybkosci biodegradacji WWA podczas procesu oczyszczania gleby;,
nalezy zauwazy¢, ze proces biodegradacji weglowodoréw w czasie bioremediacji podsta-
wowej gleby zachodzi znacznie wolniej od proceséw bioaugmentacji, w ktoérych zastoso-
wano biopreparaty. W wyniku prowadzenia procesu bioaugmentacji biodegradacja WWA
przebiega szybciej w przypadku inokulacji gleby biopreparatami BA-2 i BA-3. Efektywne
dziatanie tych biopreparatéow objawia si¢ rowniez szerokim spektrum dziatania.

Poréwnujac stale biodegradacji pierwszego rzedu (k), oznaczone dla kazdej z grup
WWA (o jednakowej liczbie pier§cieni aromatycznych w czasteczce) po poszczegdlnych
procesach oczyszczania gleby, mozna stwierdzi¢, ze wielko$¢ stalych jest odwrotnie pro-
porcjonalna do wielkosci biodegradowanych czasteczek WWA. Wyzsze wartosci stalych
biodegradacji odpowiadaja weglowodorom aromatycznym o mniejszej liczbie pier§cieni
w czasteczce. Zalezno$¢ ta jest stwierdzona zaréwno podczas etapu bioremediacji podstawo-
wej, jak i bioaugmentacji gleby z wykorzystaniem biopreparatow BA-1, BA-2 i BA-3.
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Wspdlczynniki korelacji (r?) ksztaltuja si¢ na zadowalajacym poziomie (0,8945-0,9999)
(tab. 4.13), co $wiadczy o dobrym dopasowaniu krzywych pierwszorzedowego réwnania
biodegradacji WWA do punktéw pomiarowych (wykresy 4.15-4.19).

Tabela 4.13. Zestawienie wspolczynnikow rownania modelu matematycznego
biodegradacji WWAs oraz 3-, 4-, 5- i 6-pierscieniowych WWA w kolejnych etapach
procesu oczyszczania zanieczyszczonej gleby (metoda ex situ)

WWA 3-pierscieniowe

Etap oczyszczania k [d~"] (C/C)o Wspét. korelagji (r?)
Bioremediacja podstawowa 0,0030 0,002 632 52 0,9523
Bioaugmentagja 0,0083 £0,004 470 +37 0,9705
biopreparatem BA-1
Bioaugmentacja 0,0145 +0,010 246420 0,9875
biopreparatem BA-2
Bioaugmentagja 0,0248 0,007 7545 0,8945
biopreparatem BA-3

Etap oczyszczania k[d] (/o Wspdt. koreladji (r)
Bioremediacja podstawowa 0,0041 0,004 327 £30 09714
'Bloaugmentaqa 0,0116 0,009 221+18 0,9862
biopreparatem BA-1
.Bloaugmentaqa 0,0177 +£0,012 86,7 +4 0,9818
biopreparatem BA-2
Bioaugmentadja 0,0089 0,007 28 +2 0,9638
biopreparatem BA-3
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WWA 4-pierscieniowe

Etap oczyszczania k[d] (C/Cyo Wspdt. koreladji (r?)
Bioremediacja podstawowa 0,0027 0,002 151£M 0,9614
_Bloaugmentaqa 0,0068 0,004 116 +8 0,9972
biopreparatem BA-1
'Bloaugmentacja 0,0162 40,010 66 +4 0,9999
biopreparatem BA-2
.Bloaugmentacja 0,0194 0,006 24,9 +2 0,9971
biopreparatem BA-3

WWA 5-pierscieniowe

Etap oczyszczania k[d=] (C/Ch)o Wspdt. korelacji (r?)
Bioremediacja podstawowa 0,0007 0,001 43+2,5 0,9823
Bioaugmentadja 0,0039-£0,007 40,1 +2 0,9968
biopreparatem BA-1
Bioaugmentadja 0,0105 0,010 29,815 0,9878
biopreparatem BA-2
Bioaugmentadja 0,0090 0,006 15,9+1,1 0,9960
biopreparatem BA-3

WWA 6-pierscieniowe

Etap oczyszczania k[d=] (C/Cy)o Wspét. korelagji (r?)
Bioremediacja podstawowa 0,0004 +0,001 6,58 +1,3 0,9324

Bioaugmentadja 0,0018::0,002 5,63240,9 0,9785
biopreparatem BA-1

Bioaugmentadja 0,0050:£0,005 5,65+0,5 0,9790
biopreparatem BA-2

Bioaugmentacja
biopreparatem BA-3 0,0043 £0,002 4,10=+0,3 0,9894
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Wykres 4.15. Obnizenie zawartosci WWAs (C/Cy) po normalizacji hopanem po kolejnych

etapach biodegradacji zanieczyszczonej gleby (liczba powtoérzen n = 7-9, przy p < 0,05)
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G-BP — gleba po bioremediacji podstawowej
A G-BA1 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-1
A G-BA2 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-2

@ G-BA3 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

Wykres 4.16. Obnizenie zawartosci WWAs 3-pierscieniowych (C/Cy) po normalizacji hopanem
po kolejnych etapach biodegradacji zanieczyszczonej gleby (liczba powtdrzen n = 9-10, przy p < 0,05)
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Wykres 4.17. Obnizenie zawartosci WWAs 4-pier$cieniowych (C/Cy) po normalizacji hopanem
po kolejnych etapach biodegradacji zanieczyszczonej gleby (liczba powtdrzen n = 9-10, przy p < 0,05)
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Wykres 4.18. Obnizenie zawarto$ci WWAs 5-pierécieniowych (C/Cy) po normalizacji hopanem po

kolejnych etapach biodegradacji zanieczyszczonej gleby (liczba powtérzen n = 9-10, przy p < 0,05)
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G-BA2 — gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-2
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I G-BA3 - gleba po bioaugmentacji biopreparatem BA-3

Wykres 4.19. Obnizenie zawartosci WWAs 6-pierscieniowych (C/Cy) po normalizacji hopanem
po kolejnych etapach biodegradacji zanieczyszczonej gleby (liczba powtdrzen n = 9-10, przy p < 0,05)

Reasumujac, przeprowadzone w warunkach ex situ badania procesu oczyszczania
gleby z zanieczyszczen weglowodorowych (TPH i WWA) dowodza wysokiej efektywnosci
opracowanej etapowej technologii. W wyniku jej zastosowania osiagnieto bowiem znacz-
ne obnizenie zawarto$ci zaréwno TPH, jak i WWA w oczyszczanej glebie. Oczyszczenie
gleby uzyskane w wyniku prowadzonych przez okres 300 dni proceséw bioremediacji
podstawowej i bioaugmentacji okazalo si¢ wystarczajace do zmniejszenia zawartosci
TPH i WWA ponizej poziomu okreslonego w standardach glebowych wymaganych przez

przepisy prawne.
Przedstawione wyniki badan przebiegu biodegradacji WWA i TPH w glebie moga

by¢ podstawg do opracowania wytycznych prowadzenia rekultywacji terenu zanieczysz-

czonego tego typu substancjami.
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5. Ocena wiasciwosci toksycznych gleby
oczyszczanej w warunkach laboratoryjnych

Badania toksykologiczne prowadzono na prébkach gleby pobranych przed procesem
oczyszczania oraz po jego zakoniczeniu. Probki pobierano z pryzmy stanowiska badawczego
(rys. 3.4), po czym doprowadzano je do stanu powietrznie suchego i wykonywano na ich
analizy toksykologiczne, postepujac zgodnie z procedurg analityczng danego testu.

Kompleksowa ocena jako$ci gleby powinna by¢ oparta nie tylko na podstawie okre$lenia
wartosci wybranych parametréw fizycznych i chemicznych, ale réwniez na analizie bioin-
dykacyjnej, oceniajacej toksycznoé¢ gleby w stosunku do organizméw zywych. Okreslanie
wplywu elementéw $rodowiska przyrodniczego na ekosystemy, zwane ekotoksykologia,
stanowi polgczenie chemii, ekologii i toksykologii. Wspolczesna ekotoksykologia jest wigc
interdyscyplinarng, intensywnie rozwijajaca si¢ nauka, ktorej celem jest miedzy innymi
ocena stanu $rodowiska i posrednio ochrony zdrowia cztowieka [171, 173, 194].

Analiza ekotoksykologiczna wykorzystuje Zywy organizm, tzw. bioindykator, jako
swoisty wskaznik, wewnatrz ktdrego zachodza procesy biochemiczne, a ich rezultatem sa
obserwowane symptomy: zmiany morfologiczne ciata, choroby, a w konicu $émier¢. Reakcja
bioindykatora na testowany czynnik moze by¢ podstawg oceny ogolnej aktywnosci biolo-
gicznej badanego uktadu. Reakcja ta obejmuje nie tylko sumaryczne dziatanie wszystkich
substancji pochodzenia antropogenicznego oraz toksyn naturalnych, ale takze daje obraz
interakcji pomigdzy substancjami toksycznymi a czynnikami §rodowiska - abiotycznymi
(sktad chemiczny, wlasciwosci fizyczne itp.) i biotycznymi (organizmy glebowe).

Na podstawie prowadzonych wieloletnich do$wiadczen autorzy [136] zaproponowali
skale toksycznosci probek srodowiskowych:

161



Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazonych TPH i WWA pod katem opracowania technologii ich bioremediacji

TU <1 proébka nietoksyczna;

1 <TU< 10 proébka toksyczna;
10 <TU <100 ostra toksycznos¢ probki;
100 <TU probka bardzo toksyczna.

5.1. Testy fitotoksycznosci gleby z wykorzystaniem
testu Phytotoxkit

Testy fitotoksycznosci z wykorzystaniem testu PhytotoxKkit przeprowadzono na
probkach gleby kontrolnej oraz gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi,
w tym TPH i WWA, stosowanej do badan efektywno$ci procesu oczyszczania w wa-
runkach ex situ. W pierwszym etapie przeprowadzono test wzrostu ziaren rekomen-
dowanych przez producenta testu, takich jak: Lepidium sativum, Sinapis alba, Sorghum
saccharatum. Badania wykonano na glebie kontrolnej (dostarczonej przez producenta
testu Phytotoxkit). Réwnolegle przeprowadzono test na ujednoliconej glebie zanie-
czyszczonej substancjami ropopochodnymi. Po 300 dniach trwajacego w warunkach
ex situ procesu oczyszczania gleby w drodze bioremediacji podstawowej wspomagane;j
substancjami biogennymi oraz bioaugmentacji ponownie wykonano test Phytotoxkit
dla ujednoliconych probek oczyszczonej gleby. Obraz poszczegdlnych plytek tego te-
stu sporzadzonych z uzyciem badanych probek gleby przedstawiono na fotografii 5.1,
a wyniki badan zebrano w tabeli 5.1.

Przeprowadzone testy fitotoksycznosci dla ujednoliconych probek gleb, zaréwno
bez dodatku zanieczyszczen (gleba dostarczona przez producenta testu PhytotoxKkit),
jak i zanieczyszczonej weglowodorami TPH i WWA oraz gleby oczyszczonej w drodze
bioremediacji, wykazaly znaczne réznice pomiedzy badanymi probkami.

Wykonany test Phytotoxkit wykazal, ze gleba zanieczyszczona substancjami
ropopochodnymi charakteryzuje sie¢ toksycznymi wlasciwosciami dla testowanych
roélin: Lepidium sativum, Sorghum saccharatum oraz Sinapis alba. Gleba ta, poprzez
niekorzystne warunki do wzrostu korzeni testowanych roslin, spowodowata spadek
ich wykietkowania do poziomu 80-90%. Po 72 godzinach trwania testu odnotowano
zahamowanie wzrostu korzeni na poziomie 67,7-76,8%. Najwyzsza odporno$¢ co do
wzrostu korzeni wykazalo sorgo (zahamowanie wzrostu korzeni: 67,7%).
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Lepidium sativum Sorghum saccharatum Sinapis alba

Plytki testowe z ziarnem

Plytki testowe z glebg wzorcowa

Ptytki testowe z gleba zanieczyszczona

Plytki testowe z glebg oczyszczong

Fot. 5.1. WyniKki testu Phytotoxkit przeprowadzonego w trakcie oczyszczania w warunkach ex situ

gleby zanieczyszczonej weglowodorami TPH i WWA
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Tabela 5.1. Zestawienie wynikow testu Phytotoxkit wykonanego na probkach gleby
kontrolnej oraz gleby zanieczyszczonej weglowodorami TPH i WWA przed i po
przeprowadzonym procesie jej oczyszczania

Ujednolicona gleba Ujednolicona gleba po
Parametr 4B zanieczyszczona bioremediacji
kontrolna (3 powtorzenia) (3 powtorzenia)
Testowany organizm Rzezucha (Lepidium sativum)
Kietkowanie [%] 100 90 100
Srednia dtugos¢ korzenia [mm] 68 18 63
Min. dtugosc¢ korzenia [mm] 48 0 45
Maks. dtugo$¢ korzenia [mm] 78 27 83
Zahamowanie wzrostu [%] - 72,9 73
Testowany organizm Sorgo (Sorghum saccharatum)
Kietkowanie [%] 100 80 100
Srednia dtugos¢ korzenia [mm] 48 16 46
Min. dtugosc¢ korzenia [mm] 20 0 31
Maks. dtugo$¢ korzenia [mm] 92 35 64
Zahamowanie wzrostu [%] - 67,7 57
Testowany organizm Gorczyca (Sinapis alba)
Kietkowanie [%] 100 80 100
Srednia dtugos¢ korzenia [mm] 81 19 62
Min. dtugos¢ korzenia [mm] 59 0 29
Maks. dtugo$c korzenia [mm] 98 37 72
Zahamowanie wzrostu [%] - 76,8 23,2
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Prowadzony proces oczyszczania gleby w warunkach ex situ w drodze bioremediacji
podstawowej i bioaugmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3 spowodowat spadek za-
warto$ci zanieczyszczen w badanych glebach, czego potwierdzeniem sg wyniki ponownie
wykonanego testu fitotoksycznosci (tab. 3.12, fot. 3.1). Z przedstawionych danych wynika,
ze testowane rosliny po 72 godzinach trwania testu wykietkowaty w 100%. Ponadto wartosci
drugiego testowanego parametru, jakim byla dtugo$¢ korzenia, ulegly zwiekszeniu, gdyz
w przypadku testowanych roslin odnotowano $redni ich wzrost:

o 218 do 63 mm dla Lepidium sativum;
o 216 do 46 mm dla Sorghum saccharatum;
o 219 do 62 mm dla Sinapis alba.

Przeprowadzenie procesu oczyszczania gleby zanieczyszczonej substancjami ropo-
pochodnymi spowodowato spadek zahamowania wzrostu korzeni Lepidium sativum oraz
Sorghum saccharatum na poziomie 5,7-7,3% w odniesieniu do gleby kontrolnej, natomiast
Sinapis alba 0 23,2% (tab. 5.1, fot. 5.1).

W glebie weglowodorowe sktadniki ropy naftowej pokrywaja powierzchnie czastek
glebowych cienka warstewka izolacyjna. Weglowodory za pomoca wigzan chemicznych
tacza sie z organicznymi skladnikami prochnicy, dlatego tez zalegaja gtéwnie w gérnych
poziomach glebowych, gdzie humusu jest najwiecej. Przylaczanie zanieczyszczen naftowych
do nieorganicznych frakcji glebowych ma jedynie charakter fizyczny. Ropa naftowa i jej
pochodne produkty niszcza strukture koloidalng gleby, zaburzajac wlasciwosci fizyczne
pierwotne (zwigzlo$¢, plastycznos$é, lepko$é) i wtorne (wlasciwosci wodne, powietrzne
i cieplne) gleby; ograniczaja zdolnosci sorpcyjne gleby, niszczac przez to zycie biologiczne
$rodowiska glebowego [56, 60, 179].

W przypadku zanieczyszczenia gleby substancjami ropopochodnymi testowane
rosliny mialy utrudnione pobieranie wody i soli mineralnych z podloza; ponadto nastg-
pilo uposledzenie oddychania korzeniowego, czego skutkiem byto znaczne zahamowanie
wzrostu zaréwno systemu korzeniowego, jak i cze¢$ci naziemne;j.
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5.2. Badania toksycznosci gleby z wykorzystaniem testu
Spirodela Duckweed Toxkit

Mikrobiotest oceny toksycznosci Spirodela Duckweed Toxkit wykorzystano do
zmierzenia spadku (lub braku) wzrostu wodnych roélin wyzszych Spirodela polyrhiza
po 72 godzinach ekspozycji na substancje toksyczne w odniesieniu do kontroli, ktéra
przebiegala w nietoksycznej pozywce. Badania przeprowadzono w 48-dotkowej mikro-
plytce w pieciu stezeniach badanego toksykantu, kazde w o$miu powtdrzeniach. Materiat
badawczy stanowily ekstrakty wodne gleb (gleba:H,O = 1:10 m/m):

o kontrolnej - gleby niezanieczyszczonej;

 zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi, przeznaczonej do
oczyszczenia w warunkach ex situ;

o oczyszczonej gleby, po 300-dniowym procesie bioremediacji podstawo-
wej oraz bioaugmentacji z zastosowaniem biopreparatéw BA-1 i BA-2.

Wzrost roélin okre$lono poprzez pomiar powierzchni pierwszych lisci w czasach
t = Oh i t = 72h, przy uzyciu programu do analizy obrazu. Na podstawie otrzymanych
wynikow obliczono zahamowanie wzrostu roslin (72h EC50).

Wyniki testow przeprowadzonych dla ekstraktow wodnych poszczegdlnych probek
gleby przedstawiono w tabelach 5.2-5.4, natomiast obrazy pltytek wraz z testowanymi
roslinami zobrazowano na fotografiach 5.2-5.4.
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Fot. 5.2. Obraz plytek testowych wraz z pierwszymi lisémi Spirodela polyrhiza w ekstrakcie
wodnym gleby kontrolnej w fazie poczatkowej testu (tOh) oraz konicowej (t72h)
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Tabela 5.2. Wyniki pomiaréw wzrostu powierzchni lisci Spirodela polyrhiza
w 72-godzinnym tescie dla gleby kontrolnej

Stezenie badanego roztworu [%,;]

5,86 11,72 23,45 46,9 93,8

Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch-  Powierzch-

nia nia nia nia nia nia
[mm’] [mm’] [mm’] [mm’] [mm?’] [mm?’]

1. 29,7 16,4 177 15,7 96 145

2. 9,0 12,6 135 134 17 15,7

3. 125 14,1 123 145 22 14,1

4, 15,7 149 106 109 16,2 209

5. 177 233 143 16,3 45 134

6 17,5 14 96 123 13,0 134

7. 12,2 16,3 197 17 220 93

8. 109 19 13,2 2438 19,2 16,0

Srednia 15,7 15,1 139 15,0 143 14,7
Odchylenie. 6,469 3,819 3413 4,407 6,246 3,275

stand.
‘INZf"ed"e odchy-1 4733 25,25 24,62 29,47 4,20 2,34
enie stand. [%]
% inhibicji - 3,36 11,42 4,44 543 6,34

72h EC50 = nie oznaczono - probka nietoksyczna
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Z danych przedstawionych w tabeli 5.2 wynika, ze ekstrakt wodny gleby kontrolnej
nie jest toksyczny, o czym $§wiadczy brak mozliwosci wyznaczenia dla niego wartosci 72h
EC50. Warto$¢ ta okresla polowe reakeji testowej, ktorg jest zahamowanie wzrostu liscia

Spirodela polyrhiza.

Ptytka testowa tOh

Plytka testowa t72h

Fot. 5.3. Obraz plytek testowych wraz z pierwszymi li§¢émi Spirodela polyrhiza w ekstrakcie

wodnym gleby zanieczyszczonej w fazie poczatkowej testu (tOh) oraz konicowej (t72h)
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Fot. 5.4. Obraz plytek testowych wraz z pierwszymi lis¢mi Spirodela polyrhiza w ekstrakcie

wodnym gleby po procesie oczyszczania w warunkach ex situ w fazie poczatkowej testu (tOh)

oraz koncowej (t72h)
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Tabela 5.3. Wyniki pomiaréw wzrostu powierzchni lisci Spirodela polyrhiza
w 72-godzinnym tescie dla gleby zanieczyszczonej

Stezenie badanego roztworu [%,;]

5,86 11,72 23,45 46,9 93,8

Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch-  Powierzch-

nia nia nia nia nia nia
[mm?’] [mm’] [mm’] [mm’] [mm’] [mm?’]
1. 33,4 24,1 18,9 13 6,6 75
2 24,0 173 13,5 9,4 67 77
3 12,6 176 09 17,5 6.2 31
4 109 25 13 15,9 38 29
5. 17,6 16,0 14 143 45 14
6. 136 14 99 23 22 44
7. 14,1 16,3 107 57 20 53
8 212 1338 10,0 48 32 18
Srednia 18,4 174 83 10,2 44 43
Od:t';{]'z_'fie' 7,510 4,04 6,570 5,552 1,921 2,412
‘l"glgll‘?sdtgf]gd[f,;‘)‘]’ 40,74 24,18 78,90 54,67 43,67 56,65
% inhibigj - 5,66 54,83 44,90 76,13 76,90

72h EC50 = 21,8
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Tabela 5.4. Wyniki pomiaréw wzrostu powierzchni lisci Spirodela polyrhiza
w 72-godzinnym tescie dla gleby po procesie oczyszczania w warunkach ex situ

Stezenie badanego roztworu [%obj.]

5,86 11,72 23,45 46,9 93,8

Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch- Powierzch-  Powierzch-

nia nia nia nia nia nia
[mm?’] [mm’] [mm’] [mm?’] [mm?’] [mm?’]

1. 334 18,1 249 13 1,7 1,5

2. 24,0 173 175 96 13,4 13,6

3. 33,6 19,0 14,0 15,8 14,4 13,1

4, 209 16,6 153 189 13,0 19

5. 236 17,0 16,4 13 14,0 72

6. 147 174 12,0 123 15,2 75

7. 14,1 14,4 13,4 17 10,4 6,9

8. 124 15,8 15,2 143 10,0 58

Srednia 22,1 17,0 16,1 132 128 97
Od:t';‘:]'j.'fie' 8,277 1,416 3,949 3,067 1,886 3,144
‘I’Zfﬁl‘f'sdt:zjd[‘;% 37,46 835 24,55 23,20 14,78 32,47
Srednia - 23,3 27,18 40,17 42,24 56,17

72h EC50 = 66,7

Wspdtczynnik 72h EC50, obliczony dla ekstraktu wodnego gleby zanieczyszczonej
substancjami ropopochodnymi, wynoszacy 21,8 $wiadczy o wysokiej toksycznosci ba-
danej proby glebowej. Warto$¢ ta wskazuje, ze juz takie stezenie toksykantu powoduje
polowiczne zahamowanie wzrostu li$cia Spirodela polyrhiza w poréwnaniu z warunkami
wzrostu w srodowisku pozbawionym jego zawartosci.
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Przeprowadzone testy zahamowania wzrostu Spirodela polyrhiza wykonane po
zakoniczeniu procesu oczyszczania gleby w drodze bioremediacji podstawowej oraz bio-
augmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3 w warunkach ex situ — wykazaly skutecz-
no$¢ dziatania stosowanych metod. Swiadczy o tym wzrost stezenia ekstraktu wodnego
sporzadzonego z oczyszczonej gleby, dla ktérego osiggnieto polowe reakcji testowej od
wartos$ci 72h EC50 = 21,8 do 72h EC50 = 66,7 (fot. 5.2-5.4, tab. 5.2-5.4).

5.3. Badania toksycznosci gleby z wykorzystaniem testu
Ostracodtoxkit F

Do badan toksycznosci gleby stosowanej w procesach bioremediacji (gleby kon-
trolnej i skazonej substancjami ropopochodnymi) w charakterze biowskaznikéw uzyto
przedstawicieli poziomu troficznego konsumentow, ktérymi byty skorupiaki Heterocypris
incongruens, wykorzystywane w te$cie Ostracodtoxkit F, stuzacym do oceny toksycznosci
chronicznej, okreélanej na podstawie $miertelno$ci i hamowania wzrostu organizmoéow
testowych po 6-dniowym kontakcie z czynnikiem srodowiskowym. Test ten wykorzystano
do okreslenia toksyczno$ci gleby poddawanej procesowi oczyszczania w drodze bioreme-
diacji podstawowej oraz bioaugmentacji. Oceny dokonano na podstawie wptywu badanej
gleby na skorupiaki Heterocypris incongruens.

Badania toksycznoéci gleby wykonano na poczatku i po zakonczeniu procesu jej
oczyszczania. Test Ostracodtoxkit F prowadzono na ujednoliconych prébkach gleby
w sze$ciu powtdrzeniach, a wyniki przedstawiono w tabeli 5.5.

Wstepne badania prob glebowych stosowanych do przeprowadzenia procesu biore-
mediacji dotyczace ich wplywu na skorupiaki Heterocypris incongruens wykazaly, ze gleba
kontrolna, niezanieczyszczona, nie wykazywala wtagciwosci toksycznych. Srednia dlugoé¢
skorupiakéw po 6 dniach trwania testu wynosita 983 um. Ponadto w kontakcie gleby
kontrolnej z testowanymi skorupiakami odnotowano jedynie dwa przypadki $miertelne
sposérdd 60 testowanych, co stanowi 3,3% $miertelnosci skorupiakéw. W przypadku probki
gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi stwierdzono wysoka toksyczno$é
na testowane organizmy, poniewaz ich $rednia $miertelno$¢ wynosita 48,3%, a $rednia
diugos¢ skorupiakéw (zywych po szesciu dniach testu) zawierata sie w zakresie 310-370 pm.
Proces oczyszczania gleby w drodze bioremediacji podstawowej i bioaugmentacji z wy-
korzystaniem biopreparatéw BA-1, BA-2 oraz BA-3 spowodowat znaczne zmniejszenie
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toksycznosci badanej gleby wobec skorupiakéw Heterocypris incongruens, gdyz po sze$ciu
dniach wzajemnego kontaktu osiagnieto 80,0-procentowy efekt przezyciowy matzoraczkéw.
Srednia dlugos¢ testowanych organizméw po zakorniczonym tescie wynosita 640 pum, czyli
zahamowanie wzrostu bylo réwne 36,2% (tab. 5.5).

Tabela 5.5. Zestawienie wynikow testu Ostracodtoxkit F przeprowadzonego na prébkach
gleby kontrolnej i poddawanej procesowi oczyszczania w drodze bioremediacji
podstawowej i bioaugmentacji

Gleba zanieczyszczona
Gleba oczyszczona

(po 240 dniach)

Parametr Gleba kontrolna weglowodorami TPH
i WWA

Smiertelnos¢

Srednia $miertelnos¢ [%] 33 483 20,0

Wspétczynnik zmiennosci sredniej

¢miertelnosci [%] 45 2,7 na

Wzrost organizmdw testowych

Srednia dtugos$¢ organizméw [um] 983 355 410
Sredni przyrost organizméw [%] 831 205 640
Srednia hamowania wzrostu [%] - 73,0 36,2

5.4. Badania toksycznosci gleby z wykorzystaniem
testu Microtox SPT

Do badan toksycznoéci gleby na poziomie troficznym reducentéw zastosowano mikro-
biologiczny test fazy statej Microtox SPT, wykorzystujacy bakterie luminescencyjne Vibrio
fischeri. Umozliwia on bezpo$redni kontakt bakterii luminescencyjnych z testowang probka
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gleby, a reakcja testowa jest obnizenie (inhibicja) luminescencji na skutek zmniejszenia
metabolizmu bakterii. Test wykonano wedtug standardowej procedury producenta (SDI)
z uzyciem analizatora Delta TOX i liofilizowanych bakterii. Wyniki obliczono za pomoca
programu producenta, podajac EC50, czyli stezenie badanej probki, ktére powoduje zajscie
50% reakcji testowej. Wartos¢ toksycznosci wyrazono w stopniach toksycznosci TU.
Mikrobiologiczny test fazy stalej Microtox SPT zastosowano do oceny toksyczno$ci
gleby oczyszczanej w procesie bioremediacji podstawowej stymulowanej substancjami
biogennymi. Badania prowadzono na ujednoliconych prébkach gleby:
« kontrolnej - niezanieczyszczonej;
o zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi, przeznaczonej do
oczyszczenia w warunkach ex situ;
o oczyszczonej, po procesie bioremediacji podstawowej oraz bioaugmenta-
¢ji z zastosowaniem biopreparatow BA-1, BA-2 oraz BA-3.

W poczatkowej fazie testu wykonano badania przesiewowe, ktore pozwolily na
stwierdzenie, czy badana gleba charakteryzuje si¢ istotnym efektem toksycznosci (poziom
obnizenia luminescencji powyzej 50%). Testy powt6rzono po zakonczeniu etapowego pro-
cesu oczyszczania gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi (tab. 5.6).

Ponadto dla gleb charakteryzujacych sie¢ istotnym efektem inhibicji (>50%) bakte-
rii Vibrio fischeri wykonano badania podstawowe z rozcienczeniami, ktére pozwolily na
okreélenie EC50. Rezultatem testéw bylo uzyskanie wartosci EC50, ktore przeliczano na
jednostki toksycznosci (TU) - wyniki zestawiono w tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Zestawienie wynikow testu skriningowego oraz stezenia efektywnego
powodujacego hamowanie luminescencji uzyskanych wedlug testu Microtox SPT
przeprowadzonego na prébkach oczyszczanej gleby

Gleba zanieczyszczona

Gleba oczyszczona

Parametr Gleba kontrolna substancjami ropopo- (po 240 dniach)
chodnymi
Inhibicja luminescencji [%] 14,5 72,8 43,5
EC50 [%] N 211 N
TU - 4,7 -

N - gleba nietoksyczna
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W wyniku przeprowadzenia testéw przesiewowych, pozwalajacych na uzyskanie
orientacyjnej informacji o poziomie toksyczno$ci, stwierdzono, ze gleba kontrolna nie
wykazuje wlasciwosci toksycznych dla bakterii Vibrio fischeri, gdyz osiagniety poziom
inhibicji luminescencji wynosil 14,5%. Natomiast gleba zanieczyszczona substancjami
ropopochodnymi (TPH i WWA) jest wysoce toksyczna, gdyz powoduje zahamowanie
luminescencji w 72,8%.

Etapowy proces oczyszczania gleby prowadzony w drodze bioremediacji podstawo-
wej i bioaugmentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3 w warunkach ex situ — umozliwit
obnizenie zawarto$ci zanieczyszczen do poziomu, ktéry spowodowal w wykonanym tescie
Microtox SPT istotne zmniejszenie inhibicji luminescencji Vibrio fischeri. Odnotowano
zmniejszenie inhibicji luminescencji z 72,8% do 43,5%. Osiagnieta warto$¢ inhibicji lu-
minescencji testowanych bioindykatoréw w ekstrakcie badanym gleby oczyszczonej do
poziomu ponizej 50% uniemozliwila obliczenie warto$ci EC50, a wigc osiggnieto poziom
oczyszczenia gleby wskazujacy na to, ze nie wykazuje ona wlasnosci toksycznych. Prze-
prowadzone testy z rozcienczeniami wykazaly, ze stezenie efektywne (w okresie 15 min),
powodujace spadek luminescencji o 50%, uzyskane dla ekstraktu gleby zanieczyszczonej
TPH i WWA w poczatkowej fazie badan wynosito EC50 = 21,1% (wspoéfczynnik toksycz-
no$ci TU =4,7).

Gleba po zakonczonym procesie oczyszczania nie wykazywata inhibicji lumine-
scencji bioindykatoréw w stopniu wskazujacym na obecno$é¢ zwiazkdéw toksycznych
(czyli nie bylo mozliwoéci wyznaczenia dla nich warto$ci EC50). W zwiagzku z tym
mozna stwierdzi¢, Zze oczyszczona w procesie remediacji gleba nie wykazuje istotnej
toksycznosci (TU < 10).

5.5. Badania toksycznosci gleby z wykorzystaniem
testu MARA

Testy oceny skazenia oczyszczanej w warunkach ex situ gleby wykonano z wy-
korzystaniem testu MARA. Material badawczy stanowily ekstrakty wodne gleb (gleba:
H,0 = 1:10 m/m):

o kontrolnej — niezanieczyszczonej;
o zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi, przeznaczonej do
oczyszczenia w warunkach ex situ;
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e oczyszczonej w etapowym procesie bioremediacji podstawowej oraz bio-
augmentacji z zastosowaniem biopreparatow BA-1, BA-2 i BA-3.

Test MARA ekstraktéw gleby wykonano na poczatku i po zakonczeniu procesu jej
oczyszczania, prowadzonego etapowo w warunkach ex situ.

Obraz zeskanowanych ptytek testu MARA, sporzadzonych dla gleb przed rozpocze-
ciem procesu oczyszczania oraz po jego zakonczeniu, zilustrowano na rysunkach 5.1-5.3,
natomiast w tabeli 5.7 przedstawiono dane wynikajace z przeprowadzonego testu, tj.:
minimalng warto$§¢ MTC (Microbial Toxic Concentration) (koncentracja, ktora jest tok-
syczna dla najczulszego organizmu), maksymalng warto$§¢ MTC (koncentracja, ktéra jest
toksyczna dla najmniej czulego organizmu) oraz $rednig wartos¢ MTC (stezenie toksyczne
dla testowanych mikroorganizmoéw).

Wyniki uzyskane w tescie MARA s3 powigzane z rozmiarem powierzchni osadu,
ktéry odpowiada ilosciowemu wzrostowi bakterii. Wartosci MTC sa obliczane jako
koncentracje hamujace wzrost dla kazdego z 11 mikroorganizméw. Wartosci MTC dla
wszystkich 11 bakterii zebrane razem stanowiag mikrobiologiczng informacj¢ o toksycz-
nosci (fingerprint) badanej substancji.

Tabela 5.7. Wyniki uzyskane w oznaczeniu MARA w ekstraktach wodnych gleb
stosowanych w procesie bioremediacji

Gleba zanieczyszczona  Gleba oczyszczona

Parametr Gleba kontrolna TPH i WWA (po 240 dniach)
MTCrin. (%0 72 19 69
MTCrax. (%0 100 97 100
MIC  [%ay) 9% 62 81

Na podstawie wynikéw przeprowadzonego testu MARA nalezy stwierdzi¢, ze gleba
kontrolna nie jest toksyczna (MTC = 96%). W przypadku tej gleby najbardziej wrazliwy
jest organizm nr 11, dla ktérego oznaczono MTChin. = 72% (tab. 5.7, rys. 5.1). Gleba zanie-
czyszczona substancjami ropopochodnymi charakteryzowata sie znaczng toksycznoscia,
dla ktérej srednia warto§¢ MTC wynosita 62%. Najbardziej wrazliwymi testowanymi
organizmami okazaly sie szczepy nr 7,51 10 (tab. 5.7, rys. 5.2).
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Etapowy proces oczyszczania gleby w drodze bioremediacji podstawowej i bioaug-
mentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3, prowadzony w warunkach ex situ, spowodowat
obnizenie toksycznosci gleby, czego skutkiem byto zwigkszenie §rednich stezen toksycz-
nych dla zestawu testowych mikroorganizméw w tescie MARA (MTC) w ekstraktach
poszczegdlnych gleb. Oznaczona $rednia warto§¢ MTC wyniosta 81%, za$ warto§¢ MTCoin,

- minimalne stezenie toksyczne dla najczulszego mikroorganizmu (nr 5) oznaczono na
poziomie 69% (tab. 5.7, rys. 5.3).

Podsumowujac, na podstawie rezultatow testu MARA mozna stwierdzié, ze w wyniku
prowadzenia procesu oczyszczania gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi
w drodze bioremediacji podstawowej stymulowanej substancjami biogennymi oraz bioaug-
mentacji biopreparatami BA-1, BA-2 i BA-3 uzyskano obnizenie stopnia zanieczyszczenia
gleby do poziomu, ktdéry nie stanowi zagrozenia dla srodowiska przyrodniczego.

5.6. Ocena genotoksycznosci gleby z wykorzystaniem
testu Amesa

W celu stwierdzenia obecno$ci zwigzkoéw o wlasnoséciach mutagennych i rakotworczych
w surowej i oczyszczonej glebie — wykonano seri¢ testow Amesa, wykorzystujac standar-
dowe szczepy TA-98 1 TA-100 (Salmonella typhimurium), ktére maja mutacje w operonie
histydynowym, co czyni je niezdolnymi do syntezy aminokwaséw. Pod wplywem badanego
czynnika (zanieczyszczen ropopochodnych) dochodzi do rewersji powrotnych. Powstate
rewertanty sa zdolne do wzrostu na podtozu bez histydyny. Liczba rewertantéw jest miarg
aktywnosci mutagennej badanej prébki odpadu.

Testowana gleba zawiera zanieczyszczenia ropopochodne w ilosciach:
TPH = 16 092 mg/kg s.m. oraz WWAs = 3256 mg/kg s.m., natomiast po zakonczonym
procesie oczyszczania zawarto$ci poszczegdlnych grup zwiazkow ulegaja obnizeniu do
poziomu: TPH = 992 mg/kg s.m.i WWA = 181 mg/kg s.m. Zanieczyszczenia ropopochod-
ne z analizowanych probek zostaly wyekstrahowane za pomoca dichlorometanu, ktory
nastepnie odparowano, a osad rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO). Badania
przeprowadzono, wykorzystujac test mikroplytkowy (Muta-Chromoplate) bazujacy na
te$cie Amesa. Wyniki badan gleby surowej oraz po procesie bioremediacji podstawowej
przedstawiono na wykresie 5.4, natomiast gleby po inokulacji biopreparatami BA-1,
BA-2 i BA-3 zilustrowano na wykresie 5.5 w postaci zmian liczby rewertantéw induko-
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wanych w zaleznosci od koncentracji zanieczyszczen ropopochodnych. Do obliczen wy-
korzystano program komputerowy producenta testu. W przypadku probek gleby surowej
stwierdzono statystycznie istotne zwiekszenie liczby mutacji powrotnych (p < 0,05) dla
szczepu TA-100. Natomiast w przypadku szczepu TA-98 podobnie jak podczas badania

gleby nie wystapil wzrost rewersji.
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Wykres 5.2. Wplyw zanieczyszczen ropopochodnych na liczbe rewertantéw indukowanych —

gleba po inokulacji biopreparatami BA-1, BA-2, BA-3 (liczba powtérzen n = 3, p < 0,05)
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Wskaznik mutagennosci, czyli stosunek liczby rewertantéw szczepow testowych, ktore
pojawily sie na podlozu bez histydyny w wyniku kontaktu tych szczepéw z zanieczyszcze-
niami pochodzacymi z ekstraktow testowanej gleby, do liczby rewertantéw spontanicznych,
przy ktérym probke gleby uznawano za mutagenna, wynosil 15,4. Po przeprowadzeniu
bioremediacji podstawowej w warunkach laboratoryjnych ex situ — w probkach gleby
odnotowano nieznaczne zmniejszenie wskaznika mutagennosci, ktéry obnizyt sie do
poziomu 11,9. Przeprowadzenie inokulacji biopreparatem BA-1 spowodowalo uzyskanie
widocznego zmniejszenia obecnosci zwigzkéw o potencjalnie mutagennych i rakotwor-
czych wlasnosciach do poziomu 7,8. Kontynuacja procesu inokulacji biopreparatem
BA-2 przyczynila sie do dalszego obnizenia wskaznika mutagennosci do poziomu 4,1. Po
przeprowadzeniu inokulacji biopreparatem BA-3 wskaznik mutagennosci ksztattowat sie
na poziomie 1,12, nieznacznie przekraczajac wskaznik mutagennosci, przy ktérym prébke
uznaje si¢ za mutagenna.
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Podsumowanie

1.

Zagrozenia dla $rodowiska przyrodniczego wynikajace z dziatalnosci przemystu
gornictwa nafty i gazu zwiazane sa z punktowym lub obszarowym zanieczyszczeniem
ziemi substancjami ropopochodnymi, ktére moga przedostawa¢ sie¢ do gleby na etapie
eksploatacji, transportu ropy lub dystrybucji ropopochodnych produktéw. Ponadto
zrédlem antropogenicznej emisji zanieczyszczen organicznych do $rodowiska moga by¢
procesy zwigzane z niecatkowitym spalaniem paliw lub pirolizg. Takie zanieczyszczenie
gleb spotyka sie na terenach gazowni klasycznych wylaczonych z eksploatacji, gdzie wy-
stepuja gleby zanieczyszczone przede wszystkim wielopier$cieniowymi weglowodorami
aromatycznymi (WWA), weglowodorami ropopochodnymi (alifatyczne i olefinowe) - TPH
oraz BETX, fenolami, krezolami, cyjankami i metalami cigzkimi. Duze nagromadzenie
zanieczyszczen w glebie negatywnie wplywa na kondycje ekosystemow, co stanowi bez-
posrednie zagrozenie dla zdrowia ludzi.

2.
W ramach realizacji pracy wykonano analizy fizyczne i chemiczne gleb pobranych
z terenéw zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi, a mianowicie z terenu:
o gazowni klasycznej wylaczonej z eksploatacji, polozonej na pét-
nocy Polski. Probki do badan pobrano w poblizu starych (cze-
$ciowo zlikwidowanych) doléw ze smota pogazowas, z glebokosci
0-0,5 m p.p.t. (gleba GK-1);
o dotu urobkowego, w ktérym sktadowano odpady wiertnicze zanie-
czyszczone substancjami ropopochodnymi - gleba zaklasyfikowa-
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Podsumowanie

na do odpadéw o kodzie ex 17 05 03*. Probki do badan pobrano
z gtebokosci 0-0,5 m p.p.t. (gleba DU-1).

Analizy fizyczne i chemiczne wykazaly, ze gleba z terenu gazowni klasycznej cha-
rakteryzowala sie duzg zawarto$cig WWA (5022,06 mg/kg s.m.) i stosunkowo niewielka
TPH (7103 mg/kg s.m.). Gleba z terenu dotu urobkowego zawierala natomiast duze ilosci
TPH (33 984 mg/kg s.m.) i stosunkowo niewielkie WWA (4,98 mg/kg s.m.). Jako ze funda-
mentalnym celem realizowanej pracy bylo badanie proceséw biodegradacji TPH i WWA
w glebie, dlatego wskazane bylto uzyskanie gleby o istotnych zawartosciach TPH i WWA.
Poniewaz nadmiernie wysokie zawartosci w glebie zaréwno WWA, jak i TPH moga ha-
mowac proces jej oczyszczania, dlatego do badan procesu biodegradacji weglowodordw,
prowadzonych w warunkach ex situ, jako material badawczy zastosowano uklad gleb:
GK-1:DU-1 w stosunku 2:1.

3.

Doboru substancji biogennych do oczyszczanej gleby dokonano, opierajac si¢ na
wynikach badan respirometrycznych, mierzacych postep samoistnej i wspomaganej bio-
degradacji (tlenowej) substancji ropopochodnych zawartych w badanej glebie. Badania
te wykonano za pomoca zestawu OxiTopControl, umozliwiajacego okreélenie szybkosci
ubytku substratu w funkgji czasu, obliczanej na podstawie §rednich szybko$ci konsumpcji
O, i produkcji CO..

Na podstawie wykonanego pomiaru aktywnosci biologicznej badanej gleby (N:P = 4,3:1)
oraz gleby poddanej stymulacji substancjami biogennymi, tak aby stosunek N:P wynosit:
20:1,10:11 7:1, do badan prowadzenia procesu biodegradacji weglowodoréw TPH i WWA
w warunkach ex situ wytypowano glebe z proporcja N:P na poziomie 7:1

4.
Etapowy proces oczyszczania gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi
obejmowat:

+ bioremediacje podstawowa, polegajaca na uaktywnieniu rodzimej flory
mikrobakteryjnej poprzez dobdr optymalnych parametréw (N:P = 7:1,
pH = 7,5, wilgotno$¢ 20-25%, temperatura 17-20°C);

« inokulacje konsorcjami bakteryjnymi (BA-1, BA-2 oraz BA-3), zlozonymi
z mikroorganizmoéw wykazujacych zdolnosci rozkladu weglowodorow
ropopochodnych. Biopreparaty opracowane zostaly w Zakladzie Mikro-
biologii INiG - PIB.
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5.

Prowadzenie procesu oczyszczania gleby w warunkach ex situ umozliwilo: kontrole
przebiegu proceséw biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych, dobdr optymalnych
dawek wapna nawozowego i nawozéw mineralnych, wstepne okreslenie ram czasowych
prowadzenia poszczegdlnych etapdw oczyszczania oraz zapoznanie sie z efektywno$cia
biopreparatéw opracowanych na bazie niepatogennych mikroorganizmow.

W wyniku trwajacego 90 dni procesu bioremediacji podstawowej przeprowadzo-
nego w warunkach laboratoryjnych metoda ex situ osiagnieto znaczny stopien redukcji
zanieczyszczen TPH (z 16 092,0 do 10 416,4 mg/kg s.m.) oraz WWA (z 3256,51 do
2491,70 mg/kg s.m.). Etap inokulacji biopreparatem BA-1 prowadzony przez okres 90 dni
umozliwil obnizenie zawartosci TPH do 4797,1 mg/kg s.m.i WWA do 1199,82 mg/kg s.m.
Drugi etap inokulacji, trwajacy 60 dni, z zastosowaniem biopreparatu BA-2, umozliwit
obnizenie TPH (do 2095,4 mg/kg s.m.) i WWA (do 482,82 mg/kg s.m.). W wyniku za-
stosowania trzeciego etapu inokulacji badanej gleby, biopreparatem BA-3,i prowadzenia
procesu bioaugmentacji przez kolejne 60 dni osiagnieto obnizenie zawarto$ci TPH
(992,1 mg/kg s.m.) i WWA (186,85 mg/kg s.m.) w oczyszczanej glebie ponizej poziomu
okreslonego w standardach glebowych wymaganych przez przepisy prawne.

6.
Zastosowanie biomarkera Cs, 17a(H), 21B(H) hopanu do normalizacji stezen TPH
i WWA w trakcie przebiegu poszczegélnych etapéw biodegradacji pozwolito na przedsta-
wienie modelu matematycznego opisujacego kinetyke biodegradacji TPH i WWA.

7.

Prace prowadzone pod katem poszukiwania metod efektywnego usuwania zanieczysz-
czen (TPH 1 WWA) z gleby, umozliwiajacych przywrdcenie jej wlasciwos$ci uzytkowych,
pozwolity na opracowanie koncepcji etapowego procesu oczyszczania zdegradowanych
terenéw. Poszczegolne etapy rekultywacji zanieczyszczonych terenéw zalezne sg przede
wszystkim od wynikdw oceny stopnia skazenia gruntu. Wytyczne prowadzenia kolej-
nych etapéw efektywnej bioremediacji zanieczyszczonych gruntéw zostaly okreslone na
podstawie efektywno$ci badan wykonanych w skali péttechnicznej metoda ex situ.

Rezultaty badan zrealizowanych w skali laboratoryjnej (péttechnicznej) metoda ex
situ stanowia podstawe do opracowania wytycznych prowadzenia rekultywacji terenu
metoda in situ.
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Podsumowanie

8.

Dzieki opracowanej metodyce chromatograficznego (ilosciowego i jakosciowego)
oznaczania substancji ropopochodnych, istnieje mozliwo$¢ pelnej kontroli przebiegu
procesu biodegradacji zanieczyszczen (zmiany zawarto$ci weglowodordw alifatycznych
i aromatycznych) na poszczegdlnych etapach oczyszczania.

9.

Kompleksowa ocena jakosci gleby powinna opiera¢ si¢ zaréwno na jej parametrach
fizycznych i chemicznych, jak i na analizie bioindykacyjnej, oceniajacej jej toksyczno$¢ na
organizmy zywe. Reakcja bioindykatora na testowany czynnik moze by¢ podstawa oceny
ogdlnej aktywnosci biologicznej badanego ukladu. Oceny skutecznosci stosowanych zabie-
gow remediacyjnych w procesie oczyszczania gleby, obok okreslania stezenia toksykantu,
dokonano na podstawie wynikéw pigciu mikrobiotestéw z organizmami nalezacymi do
trzech poziomoéw troficznych: producentéw (PhytotoxKkit i Spirodela Duckweed Toxkit),
konsumentow (Ostracodtoxkit) oraz reducentow (Microtox STP), testu Amesa oraz
mikrobiologicznego testu oceny ryzyka MARA, ktére w pelni potwierdzity stusznos¢
podejmowanych decyzji dotyczacych realizacji procesu oczyszczania gleby.
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Akty prawne i normatywne

1) Ustawa o odpadach z dnia 14 grudnia 2012 r. (Dz.U.z 2013 r.
poz.21 z pézn. zm.).

2) Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 11 maja 2015 r.
w sprawie odzysku odpadéw poza instalacjami i urzadzeniami
(Dz.U. z 2015 r. poz. 796).

3) Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 1 wrze$nia 2016 r.
w sprawie sposobu prowadzenia oceny zanieczyszczenia
powierzchni ziemi (Dz.U. z 2016 r. poz. 1395).
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