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Zastosowanie spektroskopii "TH NMR do oceny przebiegu
biodegradacji zanieczyszczen weglowodorowych

Weglowodory naleza do najpowszechniej wystepu-
jacych zanieczyszczen srodowiska. Do wyjatkowo nie-
bezpiecznych skazen (wycieki setek, a nawet min ton)
dochodzi w akwenach morskich i terenach przybrzeznych
w wyniku katastrof w trakcie wydobycia ropy naftowej na
platformach wydobywczych i jej transportu tankowcami.
Mniej katastrofalne skutki w srodowisku powoduja wycie-
ki produktow naftowych do gleby podczas transportu ruro-
ciggami i cysternami, a takze w czasie ich magazynowania
i uzytkowania [1]. Powazne skutki ekologiczne stwarza
rowniez sktadowanie odpadow naftowych, np. powstaja-
cych podczas wydobycia ropy naftowej [2].

Zrédlem zanieczyszczeh weglowodorami, obok sub-
stancji naftowych, sa produkty weglopochodne, takie jak
smoty weglowe, ktore sg szczegdlnie toksyczne ze wzgle-
du na duza zawarto$¢ wielopierscieniowych weglowodo-
réow aromatycznych (WWA) [3,4]. Weglowodory te cha-
rakteryzuja si¢ toksycznym oddziatywaniem nie tylko na
organizmy roslinne i zwierzece, a takze stwarzaja zagro-
zenie zdrowia ludzi. W przypadku wyciekow substancji
naftowych do $rodowiska gruntowo-wodnego konieczne
jest przeprowadzenie natychmiastowej akcji ratunkowej,
a nastgpnie prac remediacyjnych. Remediacji wymagaja
réwniez tereny, na ktorych zostata przekroczona dopusz-
czalna zawartos$¢ zanieczyszczen weglowodorowych, prze-
widziana przepisami prawnymi.

Sposrdéd metod likwidacji skutkow zanieczyszczenia
srodowiska weglowodorami w ostatnich latach najbardziej
rozwijane s3 metody biologiczne, w ktorych stosuje si¢
mikroorganizmy zdolne do wykorzystywania weglowo-
doréw w charakterze zrodta wegla i energii. Skutecznosé
tych metod zalezy od bardzo wielu czynnikéw, m.in. od
ilosci 1 sktadu chemicznego zanieczyszczen oraz rodzaju
mikroorganizmoéow [5]. Substancje naftowe stanowig rozne
mieszaniny tysigcy zwigzkow, gtéwnie weglowodorow pa-
rafinowych i cykloparafinowych, natomiast w mniejszych
ilosciach obecne sa w nich weglowodory aromatyczne.
W ropie naftowej i cigzkich olejach opatowych wyste-
puja ponadto zwigzki asfaltowo-zywiczne zawierajace
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heteroatomy (azot, tlen, siarka), ktére cechuje duza masa
czasteczkowa 1 skomplikowana budowa chemiczna. Po-
szczegoOlne grupy weglowodoréw i zwigzkow heteroor-
ganicznych wystepuja w zanieczyszczeniach weglowo-
dorowych w roznej ilosci oraz charakteryzuja si¢ bardzo
zrdznicowang podatnos$cia na biodegradacje, co wplywa na
szybkos¢ i stopien usuwania zanieczyszczen [4,5]. Do naj-
trudniej usuwalnych zanieczyszczen weglowodorowych
naleza smoty weglowe, cigzkie frakcje naftowe i ropa naf-
towa, zwlaszcza w postaci zastarzalej [4]. Ich biodegradacja
wymaga cz¢sto opracowania specyficznych biopreparatow
oraz ciaglego monitorowania zawarto$ci zanieczyszczen.
Konieczna moze by¢ réwniez kontrola toksycznos$ci po-
wstajacych metabolitow oraz bardziej szczegdtowa charak-
terystyka zmian sktadu chemicznego zanieczyszczen.

Do analizy chemicznej zanieczyszczen weglowodo-
rowych wykorzystuje si¢ roznorodne techniki. Catkowita
zawarto$¢ weglowodorow oznacza si¢ za pomocg chroma-
tografii gazowej (GC-FID), a ponadto stosuje si¢ technike
spektroskopii w podczerwieni (IR) lub grawimetrie [6, 7].
Szczegdlowe informacje dotyczace sktadu chemicznego
zanieczyszczen uzyskuje si¢ analizujgc indywidua che-
miczne 1 klasy zwigzkéw z uzyciem techniki GC sprzg-
zonej ze spektrometriag mas (GC-MS) oraz dwuwymia-
rowej chromatografii gazowej (GCxGC) [6-8]. Techniki
chromatografii gazowej moga by¢ stosowane do badania
lotnych i $redniolotnych substancji naftowych. Wyzej
czasteczkowe zanieczyszczenia naftowe — do takich na-
leza substancje o dlugoletniej historii skazenia — stano-
wig mieszaniny o bardzo ztozonym charakterze, ktorych
poszczegodlne skladniki sg trudne do rozdzielenia i anali-
zy iloSciowej. W analityce naftowej i cieczy weglowych
do charakterystyki cigezkich frakcji naftowych oraz smot
i ekstraktow weglowych wykorzystuje si¢ metody spek-
troskopowe, np. IR, UV, NMR [9-12]. Za pomoca me-
tod '"HNMR i '3C NMR, bez koniecznosci wydzielania
zwigzkow, mozna okresli¢ podstawowe elementy struktu-
ralne odnoszace si¢ do tzw. $redniej czasteczki, uzysku-
jac w ten sposéb ilosciowe dane o zmianach w budowie
chemicznej reagentéw. Takie podejScie analityczne do
badania zanieczyszczen naftowych w srodowisku opisano
dotychczas w niewielu publikacjach [13] oraz w dalszej
czgsci pracy.

Celem badan byla ocena mozliwosci zastosowania
techniki '"H NMR do badania przebiegu procesu biodegra-
dacji zanieczyszczen weglowodorowych pochodzacych
z roznych zrodet.
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Zastosowanie techniki NMR
w analityce naftowej i Srodowiskowej

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR — nuclear ma-
gnetic resonance) jest najbardziej przydatnym narz¢dziem
analitycznym sposrdd technik spektroskopowych stosowa-
nych do badan struktury zwigzkow organicznych. W ba-
daniach NMR wykorzystuje si¢ wlasciwosci magnetyczne
jader atomow pierwiastkow, majacych spinowy moment
pedu (spin jadrowy) i moment magnetyczny. Do takich ja-
der nalezg m.in. 'H, 13C, 'F, 3'P. Jezeli na probke umiesz-
czong w zewngtrznym polu magnetycznym dziata energia
z zakresu czgstotliwosci radiowych, to spiny jadrowe ba-
danego izotopu ulegaja wzbudzeniu, po czym powracaja
do stanu réwnowagi (relaksacja). W zaleznosci od gestosci
elektronéw znajdujacych si¢ wokét jadra, czyli od stopnia,
w jakim jest ono przeslaniane przez chmurg elektronowa,
otrzymuje si¢ sygnaly o réznych potozeniach w widmie.
Roéznice potozen tych sygnatdow nazywa si¢ przesunieciem
chemicznym & (wyrazanym w ppm). Obok warto$ci prze-
suni¢¢ chemicznych, istotnymi informacjami otrzymywa-
nymi z widm sg ilo$¢, intensywno$¢ (pole powierzchni pod
sygnatem) i rozszczepienie sygnatow. Warto$ci przesunieé
chemicznych dotyczace typowych zwigzkéw chemicznych
przedstawiane sa w formie stabelaryzowanej i dostepne
w poradnikach i literaturze chemiczne;.

Na podstawie widm "H NMR i '3C NMR uzyskuje si¢
dane o rodzaju oraz udziale protonéw i atomow wegla,
ktore daja kompleksowe informacje o strukturze czaste-
czek zwigzkow organicznych, a takze przemian, w ktorych
uczestniczg. Widma NMR sg stosowane przede wszystkim
do analizy indywiduéw chemicznych i prostych mieszanin.
Techniki 'TH NMR i 13C NMR majg wiele zalet — s3 nie-
niszczace, nie wymagaja zmudnej kalibracji do uzyskania
parametrow ilosciowych, probki przygotowuje si¢ w lot-
nych, tatwych do usunigcia rozpuszczalnikach, co umoz-
liwia wykorzystanie probek do dalszych analiz. Bardziej
dostepna jest technika '"H NMR, ktora charakteryzuje sie
znacznie wigkszg czulo$cig, przy czym probka wymagana
do analizy moze by¢ stosunkowo mata. Z tych wzgledow
rezonans protonowy ma wigksze zastosowanie w bada-
niach probek srodowiskowych, w takze technikach taczo-
nych, np. chromatograficznych i elektroforezy kapilarnej
(HPLC-NMR, SFC-NMR, CE-NMR) [14,15].

Widma "HNMR probek naftowych i weglopochod-
nych dostarczaja informacji o rodzaju i udziale protonow
wystepujacych w ugrupowaniach wielosktadnikowych
mieszanin weglowodoréw. Duza liczba i réznorodnosé
tych ugrupowan powoduje wzajemne oddziatywania i na-
ktadanie si¢ sygnatow. Z tych wzgledow podawane przez
poszczegolnych autorow dane dotyczace rodzajow 1 za-
kresow przesunie¢ chemicznych sa nieco rézne. Widma
"H NMR weglowodoréw mozna podzielié¢ na cze$¢ alifa-
tyczng (0,5+6,0 ppm) i aromatyczng (6,0+9,0 ppm). W za-
kresie alifatycznym wyodrebnia si¢ sygnaty pochodzace od
protonéw grup alkilowych n- i izoparafin oraz naftenow,
a takze wystepujace w podstawnikach alkilowych pier-
$cieni aromatycznych. Protony w pozycji o do pierScienia
aromatycznego dajg sygnaty w zakresie 2,0+4,5 ppm, nato-
miast w pozycji 8 i dalszej — w zakresie 0,5+2,0 ppm.

Dane uzyskane z widma, uzupetnione o analiz¢ elemen-
tarng (C, H) i mas¢ czasteczkowa, umozliwiaja obliczenie
szeregu parametrow odniesionych do $redniej czasteczki
badanej substancji, m.in. liczby parafinowych, nafteno-
wych, aromatycznych atomoéw wegla i wodoru, liczby

pier§cieni (naftenowych i aromatycznych), a takze dlugo-
$ci, liczby i stopnia rozgalezienia podstawnikow alkilo-
wych oraz wspotczynnika aromatycznosci. Do obliczen
warto$ci tych parametrow wykorzystywane sa algorytmy
opracowane wiele lat temu w odniesieniu do substancji we-
glopochodnych i wyzejczasteczkowych sktadnikéw ropy
naftowej [10, 11].

Technika 'H NMR jest stosunkowo rzadko stosowana do
oceny przebiegu procesow biodegradacji weglowodorow,
zwlaszcza w probkach srodowiskowych. W pracach [16,17]
oparto si¢ na jakosciowej interpretacji widm (identyfikacja
ugrupowan protonéw) do okreslenia przemian BTEX [16]
oraz ropy naftowej, produktow naftowych i indywidudéw
chemicznych (monoaromatow) w procesach biodegradacji
w obecnosci grzybow [17]. Autorzy prac [18, 19] wykorzy-
stali dane dotyczace udzialu protonéw do okreslenia zmian
w budowie chemicznej ropy naftowej poddanej biodegra-
dacji w warunkach laboratoryjnych, natomiast autorzy pra-
cy [13], na podstawie udziatu protondéw (5 grup), obliczyli
parametry strukturalne — indeks aromatycznosci, wskaznik
rozgalezienia ugrupowan nasyconych i podstawienia wegli
aromatycznych w probkach pochodzacych z gleby zanie-
czyszczonej ropa naftowa. Parametry te postuzyly do ilo-
Sciowego okreslenia stopnia przemian chemicznych pod-
czas wieloletniej naturalnej degradacji oraz biostymulacji.

Czes$¢ doswiadczalna

Przedmiotem badan byly probki (substraty) naftowe
(w nawiasach przyjete oznaczenia) — ropa naftowa (SRN),
olej napgdowy (SON) i smola gazownicza (SSG), a takze
produkty ich biodegradacji (oznaczone odpowiednio PRN,
PON i PSG). Smota gazownicza pochodzita z terenow za-
mknietej gazowni. Proces biodegradacji weglowodoréw
prowadzono w szklanych bioreaktorach o pojemnosci 1 dm?
zawierajacych 500 cm?® podloza mineralnego Siskinej-Tro-
cenko (1,56g KH,POy, 2,13g NayHPOy, 0,5g (NH4),SOy,
0,2g MgS0,4-7H,0 i 0,02g CaCl,-2H,0 w 1 dm? wody de-
stylowanej) oraz substancje naftowe i smole gazownicza
w ilosci 0,1% (wag.). Poszczegolne bioreaktory zaszcze-
piono 10cm? biopreparatu zawierajacego mikroorganizmy
w ilo$ci 34+67-10°jtk/cm3. Biopreparat zostat sporzadzo-
ny na bazie trzech szczepow bakterii zdolnych do rozkta-
du weglowodorow — Acinetobacter calcoaceticus H29,
Rhodococcus erythropolis H45 1 Brevibacterium brevis Bl
[4,5]. Kontrolg stanowity reaktory nie zaszczepione mi-
kroorganizmami. Przygotowane reaktory umieszczono na
wytrzasarkach i1 inkubowano w temperaturze 20°C przez
14d, stale mieszajac (140 obr./min). Po inkubacji dokona-
no ekstrakcji zanieczyszczen weglowodorowych z probek
uzywajac kolejno porcje dichlorometanu (DCM) — 100 cm?
i 50cm?, a nastepnie 50 cm?® heksanu. Ekstrakt heksanowy
oddzielono od roztworu wodnego w rozdzielaczu i przesg-
czono. Osad na saczku rozpuszczono w DCM i dotaczono
do ekstraktu heksanowego. Cato$¢ ekstraktu odparowano
na wyparce prozniowej. Zageszczony ekstrakt przeniesio-
no do fiolki i odparowano do statej masy.

Analiza TH NMR

Widma "H NMR substratéw i produktow biodegradacji
wykonano w Laboratorium Centralnym Wydziatu Chemicz-
nego Politechniki Wroctawskiej na spektrometrze Bruker
Avance 300 przy czestotliwosci 300,13 MHz. Analizowa-
no probki o masie okolo 10mg, rozpuszczone w 99,9%
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deuteryzowanym chloroformie (Aldrich). Jako wzorzec
zastosowano tetrametylosilan (TMS), w przypadku ktore-
go O przyjeto jako rowne Oppm. Na podstawie integracji
(catkowanie obszaréow pod powierzchnig pikow) obliczono
udziat sygnalow poszczegdlnych rodzajow protonow. Cat-
kowanie zostato przeprowadzone automatycznie. Zakresy
przesunig¢é sygnatdw protonéw wystepujacych w charakte-
rystycznych ugrupowaniach przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wartosci przesunie¢ chemicznych
réznych rodzajéw protonéw
Table 1. Assignments of chemical shifts
for different types of protons

Przesuniecie
chemiczne Rodzaj ugrupowania Symbol
ppm
w podstawnikach alifatycznych
. w potozeniu y i dalszym
05+1,0 CHs do pier$cienia aromatycznego Hy
lub w n- i izoparafinach
w podstawnikach alifatycznych
10414 [ CH, | poloZeniu P i dalszym Hg
o pierscienia aromatycznego
lub n- i izoparafinach
CH,
1,4+21 naftenowe Hyn
CH
N grupy metylowe w potozeniu a
21+24 CHs | 4o pierscienia aromatycznego Hach,
CH; | grupy metylenowe (gtéwnie)
2,4+43 i metinowe w potozeniu a Hach,
CH | do pierscienia aromatycznego
CH,
4,3+6,0 olefinowe Ho
CH
6,2+7,2 monoaromatyczne Har1
CH
7,3+9,0 poliaromatyczne Har2

Wprowadzajac pewne zatozenia, wynikajace z podsta-
wowej wiedzy o sktadzie i budowie chemicznej réznych
substancji naftowych i weglopochodnych, w oparciu o pro-
centowy udziat protonéw, z widm "H NMR wyznaczono
parametry strukturalne, odnoszace si¢ do $redniej hipote-
tycznej czasteczki. Przedstawione zaleznosci nie wymagaly
uzycia danych dotyczacych sktadu elementarnego i masy
czasteczkowej, czym roznig si¢ od klasycznych algoryt-
moéw [10, 11]:

fA=Ca/Cr (1)

Ca=Hupp +HA1‘2/0’8+H(XCH3/3 +HaCH2/2 2)
Cr=Cg+Cy 3)

CS:Hy/3 +HB/2+HN/2+H<1CH3/3 +HaCH2/2+HOl 4)
fr=(Cs—H,/3)/H,/3 )

fup=Co/Cp (6)

Co=Hycny/3 +Hycny/2 (7

Cp=Har1 +Hap +Hocny/3 +Hycn,/2 (3)

w ktorych:

fa — wspotczynnik aromatycznoS$ci

fr — stopien rozgalezienia fancuchow alifatycznych
fyp — stopien podstawienia uktadu aromatycznego
Cs — wegle alifatyczne

Ca — wegle aromatyczne
Cr — suma wegli alifatycznych i aromatycznych
C, — wegle w pozycji o do pier§cienia aromatycznego
Cp — aromatyczne wegle peryferyjne (zewnetrzne)

Nalezy zwroci¢ uwage, ze wewngtrzne atomy wegli
w aromatycznych strukturach wielopierscieniowych nie sa
zwigzane z atomami wodoru, dlatego w obliczeniach warto-
$ci Cp (2) uwzgledniono ich obecno$¢ dzielac warto$¢ Ha o
przez wspotczynnik korekcyjny. Przyjeto, ze wsrod wie-
lopierscieniowych aromatow dominowaty struktury dwu-
pier§cieniowe, stad warto$¢ wspodtczynnika korekcyjnego
wynosita 0,8 (w przypadku naftalenu stosunek wegli zwia-
zanych z protonami do wegli aromatycznych wynosi 0,8).

Analiza GC-MS i sktadu grupowego

Wykonano analiz¢ jakoSciowg poszczegolnych substra-
tow (SRN, SON i SSG). Analiz¢ probki SSG przeprowa-
dzano z uzyciem aparatu GC-MS Hewlett-Packard ser. II,
GC 5890, MS 5971, wyposazonym w kolumne kapilarng
HP-17MS [4], natomiast probek SNO i SRN — w kolumng
HP-5, zgodnie z metoda podang w pracy [6]. Przeprowadzo-
no analize sktadu grupowego ropy naftowej oraz smoty ga-
zowniczej, natomiast nie analizowano oleju napgdowego (ze
wzgledu na obecno$é lotnych sktadnikow, ktorych obecnosé
zaniza wyniki uzyskiwane metoda wagowa) oraz produktéw
biodegradacji (z uwagi na zbyt mate probki). Oznaczenie
wykonano metodg chromatografii cieczowej z uzyciem kolu-
mienek wypehionych zelem krzemionkowym. Jako eluenty
stosowano kolejno n-heksan, mieszaning n-heksanu i DCM
w stosunku objetosciowym 1:1 oraz metanol, uzyskujac frak-
cje odpowiednio weglowodorow alifatycznych, weglowodo-
réw aromatycznych i zywic. Po odparowaniu rozpuszczalni-
kow z eluatoéw, rozdzielone frakcje oznaczono wagowo.

Dyskusja wynikéw badan
Charakterystyka chemiczna substratow

Ocena skladu jakosciowego probek na podstawie
analizy GC-MS wykazata, ze stanowily one mieszaniny
weglowodorow, gtownie sktadnikow eluujacych w za-
kresie n-alkanéw Co—C34 (dominowaty Cy—Cy5) W ropie
naftowej, Cg—C,, w oleju napedowym oraz C;1—Cyg (do-
minowaly Cy3—C,p) w smole gazowniczej (tab.2). Olej
napedowy charakteryzowal si¢ najwicksza zawarto$cia
weglowodordéw parafinowych i naftenowych i znacznie
mniejsza weglowodorow aromatycznych. Wsrod weglo-
wodorow aromatycznych w probkach naftowych zawar-
tos¢ zwiazkow jednopierscieniowych jest kilkakrotnie
wigksza niz wielopier§cieniowych [9]. W ropie naftowe;j,
obok weglowodorow alifatycznych, aromatycznych i zy-
wic, obecne byly rowniez zwiazki wielkoczasteczkowe —
asfalteny, zatrzymywane w kolumnie chromatograficzne;j.

Tabela 2. Sktad chemiczny substratow
Table 2. Chemical composition of substrates

Zakres Sktad grupowy
Prébka liczby W
" eglowodory | weglowodory -
atoméw C alifatyczne aromatyczne zywice
SON Cg—C22 ok. 75* ok. 25* -
SRN Cg—C30+ 44,13 32,78 14,9
SSG C41—Cog 26,30 41,30 26,7

*na podstawie [9]
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Tabela 3. Procentowy udziat protonéw w substratach i produktach biodegradacji
Table 3. Proton distribution in substrates and products of biodegradation

Procentowy udziat protonéw w substratach
Prébka
Har1 Har Hy Hg Hn Hach, Hach, Hol
SON 2,43 0,55 29,08 48,85 12,36 2,95 3,50 0,28
SRN 2,16 1,56 26,11 50,95 11,96 2,31 4,96 0,00
SSG 5,29 5,61 17,03 36,42 9,72 12,84 10,89 2,20
Procentowy udziat protonéw w produktach
Prébka
Har1 Har Hy Hg Hn Hach, Hach, Hol
PON 2,57 1,82 26,98 44,16 11,29 2,19 10,99
PRN 2,49 2,39 24,56 41,98 15,70 4,51 8,37 0,00
PSG 3,18 5,34 18,80 35,98 12,62 13,41 10.67

Zawartos¢ weglowodorow alifatycznych w probce smoty
gazowniczej (SSG) byla znacznie mniejsza niz w substan-
cjach naftowych, ale wigksza niz w typowych smotach
koksowniczych [20]. Wynikato to prawdopodobnie z wy-
mycia czgséci jednopierscieniowych weglowodoréw aroma-
tycznych podczas deponowania smoty na terenie gazowni,
a ponadto wskazywato, ze surowcem do produkcji tej smo-
ly mogt by¢ wegiel niskouweglony. W smole tej wykryto
obecno$é ugrupowan olefinowych (analiza GC, 'H NMR
—tab. 3) oraz WWA [4].

Biorac pod uwagg zréznicowang podatno$¢ sktadnikow
grupowych na biodegradacje, ktora maleje w szeregu: we-
glowodory parafinowe — weglowodory cykloparafinowe
— weglowodory aromatyczne, mozna sadzi¢, ze najwigk-
szg podatnos$¢ na biodegradacj¢ powinien wykazywac olej
nap¢dowy, a najmniejsza smota gazownicza.

Tabela 4. Parametry strukturalne substratow i produktéw
biodegradacji uzyskane z widm "H NMR
Table 4. Structural parameters of biodegradation substrates
and products obtained from "H NMR spectra

Olej nape- Ropa naf- | Smota gazow-

Parametr dowy (ON) | towa (RN) | nicza (SG)
| Substrat (8) 0,12 0,14 0,35
A | Produkt (P) 0,21 0,22 0,33
‘ Substrat (S) 3,47 3,99 6,16
R | Produkt (P) 3,78 3,95 544
.| Substrat 5) 0,46 0,47 0,47
% | Produkt (P) 0,42 0,54 0,54

Skutecznos¢ biodegradacji
zanieczyszczenh weglowodorowych

Podstawowym parametrem sluzacym do oceny prze-
biegu procesu biodegradacji byt ubytek substratow, ktory
zostal oznaczony metoda wagowa. Zmiany w budowie
chemicznej oceniono na podstawie udziatu poszczegolnych
rodzajow protondéw (analiza 'H NMR) w substratach i pro-
duktach biodegradacji (tab. 3) oraz parametrow struktural-
nych (tab. 4). Widma 'H NMR tych probek przedstawiono
na rysunkach 1-3.

Najwickszy (89,1%), ponad 2-krotnie wigkszy uby-
tek substratdéw niz w pozostatych substratach, stwierdzo-
no w przypadku oleju napedowego, ktory zawieral nizej
czasteczkowe weglowodory oraz najwigksza ilos¢ weglo-
wodoréw alifatycznych (tab. 2). Analiza widm 'H NMR

(rys. 1, tab.3) wykazata w produktach biodegradacji
wzrost udziatu protondw w ugrupowaniach aromatycznych
(HartHar), zwlaszcza w uktadach wielopierscieniowych
(Hayp) oraz wystepujacych w grupach bezposrednio zwig-
zanych z pierScieniem aromatycznym (Hycp,). Dane te,
wyrazone w postaci wspolczynnika aromatycznosei (fy)
wskazaty na znaczny wzrost udziatu wegli aromatycznych
— 7 12% do 21%. Zmniejszenie udziatu Hycpy W produk-
tach biodegradacji $wiadczyto o usuni¢ciu podstawnikdéw
metylowych i/lub metylowych pochodnych weglowodo-
réow aromatycznych. Stopien podstawienia wegli aroma-
tycznych tancuchami alifatycznymi (f,p) w produktach
biodegradacji oleju napgdowego wynosit 42% 1 byt nieco
mniejszy niz w probce wyjsciowej, natomiast wzrastat sto-
pien rozgatezienia tancuchow alifatycznych (odpowiednio
3,4713,78).

Podobne zmiany w procentowym udziale protonow
zaobserwowano podczas procesu biodegradacji ropy
naftowej (rys.2). W pordéwnaniu do oleju napedowego,
wyjéciowa probka SRN charakteryzowala si¢ nieco
wigkszym udziatem protondow aromatycznych, zwlaszcza
w uktadach skondensowanych, co wyrazato si¢ réwniez
wickszg warto$cig parametru f5 (odpowiednio 0,121 0,14),
ale wzrost aromatycznos$ci w procesie biodegradacji byt
nieco mniejszy (odpowiednio 1,75-krotnie i 1,57-krot-
nie). Mate wartos$ci parametru Hp, w przypadku probek
wyjsciowych ropy naftowej i ich podobny wzrost w pro-
cesie biodegradacji ropy podano w pracy [19]. W porow-
naniu do oleju napedowego, badana ropa naftowa miata
nieco wigkszy stopien rozgatezienia tancuchow alifatyc-
znych, ktéry praktycznie nie ulegat zmianie w produktach
biodegradacji, natomiast stopien podstawienia wegli aro-
matycznych w ropie naftowej byt zblizony do probek SON
1 SSG, a mniejszy niz w probkach PRN i PSG. Zawierajaca
wyzejczasteczkowe weglowodory ropa naftowa (poz-
bawiona weglowodorow <Cg) byta znacznie trudniej bio-
degradowalna niz olej napedowy.

Smota gazownicza stanowita probke srodowiskowa,
ktéra przez wiele lat byta deponowana na terenie nieczyn-
nej gazowni. Jej charakter chemiczny znacznie odbiegat
od badanych substancji pochodzenia naftowego. Analiza
"HNMR (rys. 3) wykazata jej wyzsza aromatyczno$é¢ wy-
razong udzialem protonow aromatycznych (Ha i Hap)
oraz wspotczynnikiem aromatycznosci (0,35), trzykrotnie
wigkszym niz w przypadku oleju napedowego. Zblizong
warto$¢ fa uzyskano w przypadku sktadnikéw olejowych
pochodzacych z wegli brunatnych [12]. Prébka ta cha-
rakteryzowala si¢ znacznie wigkszym udzialem protondéw
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Rys. 1. Widmo "H NMR oleju napedowego (z lewej) i produktéw jego biodegradacji (z prawej)
Fig. 1. "H NMR spectrum of diesel oil (left) and its biodegradation products (right)
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Rys. 2. Widmo "H NMR ropy naftowej (z lewej) i produktéw jej biodegradacii (z prawej)
Fig. 2. "H NMR spectrum of crude oil (left) and its biodegradation products (right)
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Rys. 3. Widmo "H NMR smoly gazowniczej (z lewej) i produktéw jej biodegradacii (z prawej)
Fig. 3. "H NMR spectrum of coal tar (left) and its biodegradation products (right)

w ugrupowaniach alkilowych bezposrednio zwigzanych ze
strukturami aromatycznymi (Hocn, "Hach; — 23,7%), przy
czym stopien podstawienia peryferyjnych atomow wegla
byt identyczny jak w probce ropy naftowej, natomiast
stopien rozgal¢zienia tancuchéw miat znacznie wicksza
warto$¢ niz w probkach naftowych. Ponadto stwierdzono
obecnos¢ struktur olefinowych, ktore tatwo polimeryzuja.
Wystepowanie tych ugrupowan w probce smoty wskazu-
je na maty kontakt tej smoty z powietrzem. Badana smota
odbiegata swym sktadem od typowych smdt weglowych
— charakteryzowata si¢ wigkszym udziatem weglowodo-
réow alifatycznych, co korelowato z mniejsza wartoScia
wspotczynnika aromatycznosci. Produkty biodegradacji
charakteryzowatly si¢ bardzo zblizong wartoscig parame-
trow Hp o 1 f4 W pordwnaniu do substratow, przy jednocze-
snym zwigkszeniu udziatu protonéw w strukturach alifa-
tycznych. Mozna wigc sadzi¢, ze w procesie biodegradacji
smoly zawierajacej glownie weglowodory aromatyczne
fatwiej usuwane byly zwiazki jednopierscieniowe o krot-
szych tancuchach alifatycznych. Brak sygnalow struk-
tur olefinowych wskazuje na duzag podatno$¢ n-alkendéw
na biodegradacje.

Podsumowanie

Badania biodegradacji substancji naftowych i smoty
weglowej wykazaly znaczne zréznicowanie podatnos$ci
tych zanieczyszczen na biologiczny rozktad. Skutecznosé
biodegradacji oleju napgdowego w procesie trwajacym
14d wynosita 89%, natomiast ropy naftowej — 45%, za$
smoty gazowniczej — 26%.

Technika 'H NMR, zastosowana do analizy substratow
i produktow biodegradacji, jest bardzo przydatna do szyb-
kiej oceny zmian chemicznych zachodzacych podczas roz-
ktadu zanieczyszczen weglowodorowych. Badane probki
charakteryzowaty si¢ zréznicowanymi udziatami protonow
w ugrupowaniach aromatycznych i alifatycznych, ktore
zalezaty glownie od pochodzenia probki (naftowa lub we-
glowa). Produkty biodegradacji probek naftowych mialy
bardziej aromatyczny charakter niz substraty, natomiast
produkty biodegradacji smoly gazowniczej charakteryzo-
waly si¢ aromatycznoS$cig zblizong do substratu. Potwierdza
to fakt, ze weglowodory alifatyczne zawarte w produktach
naftowych sa bardziej podatne na biodegradacj¢ i ich zawar-
to$¢ w mieszaninie maleje w toku procesu biodegradacji.
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Technika '"H NMR moze by¢ bardzo przydatna w ana-
lityce zanieczyszczen organicznych srodowiska oraz bada-
niach przebiegu proceséw biodegradacji zanieczyszczen
weglowodorowych, ze wzgledu na mozliwo$¢ okreslania
sumarycznych parametrow strukturalnych, réznicujacych
w istotny sposob probki pochodzenia naftowego i weglo-
pochodne oraz stopien ich biodegradacji. Jej zaleta jest
szybkos¢ wykonania analiz oraz mala ilo$¢ analitow po-
trzebna do analizy. Ponadto jest to technika nieniszczaca,
co czyni ja bardzo uzyteczng w badaniach mechanizméw
przemian zanieczyszczen weglowodorowych w procesach
biologicznych, ktore prowadzi si¢ z uzyciem probek o ma-
lej zawarto$ci substratow i produktow.

Praca zostata wykonana w ramach badan statutowych
Politechniki Wroctawskiej, temat nr S40562/203/06.
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Abstract: Suitability of 'HNMR spectroscopy for
evaluation of changes in chemical structure of petroleum
substances (diesel and crude oils) and coal tar waste upon
their biodegradation was assessed. Biodegradation was car-
ried out for 14 days using bacterial strains isolated from
petroleum-contaminated soil. Biodegradation effectiveness
varied, amounting to 89% for diesel oil, 45% for crude oil
and 26% for coal tar. '"H NMR spectra analysis demonstra-
ted major differences in the distribution of aliphatic and

aromatic protons between petroleum samples and coal tar.
The aromaticity factor of petroleum substrates was about
3 times lower (f4=0.12 and 0.14) and it increased in the
biodegradation products. This confirms presence of ali-
phatic components, readily biodegradable, in petroleum
substances. Major differences in the f, parameter values
indicate that it can be used to differentiate between the
sources of hydrocarbon contamination in environmental
samples. An additional advantage of the 'H NMR tech-
nique is a small amount of analyte required for analysis and
the non-destructive character of the technique.

Keywords: Nuclear magnetic resonance, petroleum
substances, coal tar, biological degradation, soil treatment.



