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1. Wprowadzenie

Metody biologiczne wykorzystujace specjalnie wyselekcjono-
wane mikroorganizmy gtéwnie bakterie i grzyby sa wykorzy-
stywane w ochronie srodowiska do usuwania zanieczyszczen
z gleby, sciekdéw i wéd. Technologie usuwania zanieczyszczen
ze srodowiska z zastosowaniem mikroorganizméw okresla
sie terminem ,bioremediacja”. Bioremediacja moze by¢ pro-
wadzona,,ex situ” lub,in situ”. Wyréznia sie trzy podstawowe
metody bioremediacji, w ktérych wykorzystywane sa mikro-
organizmy: naturalna bioremediacja, biostymulacja oraz bio-
augmentacja. Metoda naturalna polega na regularnym moni-
torowaniu tempa rozktadu mikrobiologicznego szkodliwych
substancji bez ingerencji czitowieka. Rozktad zanieczyszczen
odbywa sie poprzez naturalnie przebiegajace reakcje fizycz-
no-chemiczne oraz aktywno$¢ enzymatyczna mikroorgani-
zmoéw w srodowisku. Biostymulacja polega na dostarczeniu
niezbednych sktadnikéw odzywczych i/lub tlenu w celu przy-
spieszenia wzrostu, aktywnosci drobnoustrojéw. Natomiast
bioaugmentacja jest technikg zwiekszania zdolnosci oczysz-
czania zanieczyszczonych srodowisk poprzez dodanie wybra-
nych szczepéw badz konsorcjow bakteryjnych [1, 2].
Metody oczyszczania elementéw $rodowiska z zastosowa-
niem mikroogranizmoéw sa stosowane w odniesieniu do $cie-
kéw i gleb, natomiast niewiele jest rozwigzan, ktére dotycza
oczyszczania wéd powierzchniowych (jeziora, stawy, zbior-
niki). Do zalet stosowanych obecnie technologii biologicz-
nych z wykorzystaniem mikroorganizméw zaliczy¢ mozna
duzg skutecznos¢, stosunkowo niskie koszty i przede wszyst-
kim brak negatywnego wptywu na srodowisko.

2. Wyniki badania procesu biodegradacji sub-
stancji ropopochodnych w wodzie z zastoso-
waniem kompozycji mikroorganizmow

Badanie skutecznosci usuwania frakcji ropopochodnych
na powierzchni wody przy wykorzystaniu kompozycji za-
wierajacej konsorcjum mikroorganizméw prowadzono w ra-
mach PROJEKTU GEKON [3]. Prace realizowano w dwéch
gtéwnych etapach:

* badania biodegradacji substancji ropopochodnej przez
kompozycje mikroorganizméw w warunkach standardo-
wych - wg PN-EN ISO 9888:2005 Jako$¢ wody. Oznaczanie
catkowitej biodegradacji tlenowej zwigzkéw organicznych
w Srodowisku wodnym. Test statyczny (metoda Zahna-Wel-
lensa) i PN-EN ISO 10634:2001 Jako$¢ wody. Wytyczne do-
tyczace przygotowania i obrébki stabo rozpuszczalnych
zwigzkéw organicznych w celu oceny ich biodegradac;ji
w srodowisku wodnym;

* badania biodegradacji substancji ropopochodnej przez
kompozycje mikroorganizmdéw w wodzie jeziornej z kontro-
lowang iloscia zanieczyszczen ropopochodnych.

Badania w warunkach standardowych prowadzono w po-
mieszczeniu o kontrolowanej temperaturze 20-22°C, w $wie-
tle rozproszonym. Stosowano naczynia testowe o pojem-
nosci 3 |, prébki w naczyniach byty mieszane za pomoca
mieszadet magnetycznych. Prébki napowietrzane byty
za pomocg pompek akwaryjnych z wykorzystaniem ka-
mieni napowietrzajacych. Jako zanieczyszczajace substan-
cje ropopochodne zastosowano:

* spirytus mineralny - frakcja zawierajaca mieszanine nie-
polarnych weglowodoréw alifatycznych C, -C,,,

* olej mineralny silnikowy — frakcja zawierajgca mieszanine
niepolarnych weglowodoréw alifatycznych C,,-C,,.
Substancje wprowadzano do wody w postaci emulsji o skta-
dzie: substancja ropopochodna-aceton-woda, w celu
utatwienia rozproszenia w wodzie. Przyjeto zatozenie,
ze aceton, jako bardzo lotny, odparuje z probki w czasie
pierwszych trzech godzin mieszania. Chemiczne zapotrze-
bowanie tlenu poczatkowe oznaczano po 24 godzinach
mieszania.

Stosowano nastepujgce kompozycje mikroorganizmoéw:

* kompozycja bakteryjna A zawierajaca bakterie Bacillus
licheniformis [4],

e kompozycja bakteryjna M.

W wyniku przeprowadzonych badan wstepnych ustalono
nastepujace stezenia substancji ropopochodnych:

* spirytus mineralny - 0,3-0,6 g/I,

* mieszanina spirytusu mineralnego i oleju silnikowego
w stosunku 1:1 (m/m) - 0,1-0,3 g/I.
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Rys. 1. Barwa wody z dodatkiem kompozycji mikroorganizméw
(kompozycja A-R100i R1000, kompozycja M - R100)
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Rys. 3. Krzywa biodegradacji - kwas benzoesowy — kompozycja A

W badaniach wstepnych w warunkach laboratoryjnych kom-
pozycje mikroogranizméw stosowane byly w rozcienczeniach
R100, R1000 i R10000. Oznaczono skuteczno$¢ kompozycji
bakteryjnych Ai M w rozktadaniu substancji organicznych,
zgodnie z PN-EN ISO 9888:2005, stosujac jako substancje
wzorcowg kwas benzoesowy. Wskaznikiem stopnia bio-
degradacji byto chemiczne zapotrzebowanie tlenu ChZT_,
oznaczane metodg dwuchromianowa [2].

W badaniach wstepnych stwierdzono ponadto, ze stosowa-
ne w eksperymencie kompozycje mikroorganizméw A i M
zmieniaty cechy organoleptyczne wody.

Kompozycja M w rozcieficzeniach R100 i R1000 oraz kom-
pozycja A w rozcieficzeniu R100 zmieniaty barwe wody
(rys.1i2).

Krzywe biodegradacji przedstawiono na rysunkach 3i 4.
Na krzywych biodegradacji kwasu benzoesowego zaobser-
wowano wyzszg skutecznos¢ kompozycji mikroorganizméw
A oraz szybki rozktad w czasie pierwszych 4-5 dni.

W etapie drugim w badaniach usuwania zanieczyszczen ro-
popochodnych w wodzie jeziornej stosowano kompozycje
A w rozcienczeniu R1000.

W badaniach z zastosowaniem wéd jeziornych wykorzy-
stano wode z dwdch jezior o réznym stanie ekologicz-
nym [5]. Byty to:

* jezioro Biate - jezioro potozone w wojewddztwie ma-
zowieckim, w powiecie gostyninskim, w gminie Gostynin.
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Rys. 2. Barwa wody z dodatkiem kompozycji mikroorganizméw
(kompozycja A - R10000, kompozycja M — R1000 i R10000)
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Rys. 4. Krzywa biodegradacji - kwas benzoesowy kompozycja M

Jezioro o bardzo dobrym stanie ekologicznym. Powierzch-
nia jeziora wynosi 142 ha;

e jezioro tackie Duze - jezioro potozone w wojewddztwie
mazowieckim, w tacku. Jezioro o ztym stanie ekologicznym.
Powierzchnia jeziora 55 ha.

Przeprowadzono trzy serie badan:

¢ seria 1 — biodegradacja spirytusu mineralnego w wodzie
z jeziora Biatego - kompozycja mikroorganizméw A,

* seria 2 - biodegradacja spirytusu mineralnego w wo-
dzie z jeziora Lackiego Duzego - kompozycja mikroorga-
nizmow A,

* seria 3 - biodegradacja mieszaniny spirytus mineralny:
olej mineralny (1:1) w wodzie z jeziora tackiego Duzego.
Wykaz prébek badanych w serii | i Il przedstawiono w ta-
beli 1.

Wyniki badan w wodach z jeziora Biatego przedstawiono
na rysunkach 5i 6 oraz w tabeli 2.

Wyniki przedstawione na rysunku 8 wskazuja, ze w préb-
ce odniesienia sktadajacej sie z wody jeziornej i kompozy-
cji A w okresie do 10 dni obserwowano spadek stezenia
tlenu rozpuszczonego wskazujacy na zachodzenie bio-
degradacji zawartych w wodzie zanieczyszczen organicz-
nych. W prébce tej uzyskano spadek wartosci ChZT o oko-
10 40% (tabela 3).

Badania prowadzone byty z zastosowaniem napowietrza-
nia. W przypadku braku napowietrzania obserwowano
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Tabela 1. Wykaz prébek badanych w serii | i Il. M-mieszanie; N- napowietrzanie

Oznaczenie probki Substancja Objetosc probki [I] Stezenie SM [g/1] Kompozycja bakterii M N
S1 SM 100 0,3 brak nie tak
Komp. A SM 100 0,3 R1000 nie tak
S2 brak 50 0,3 R1000 nie tak
Tabela 2. Wyniki badan jakosci wody - jezioro Biate
Oznaczenie Jednostka Woda surowa S1 KompA S2
Metnosc FNU <0,1 0,185 0,246 0,187
Zapach TON <1 0 0 0
Odczyn pH 7.5 8,5 8,2 8,5
Amoniak mg/I <0,095 0,491 1,11 <0,095
Azotyny mg/I <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Azotany mg/I <0,5 <0,5 <0,5 4,08
Chlorki mg/I 16,5 18,4 20,2 204
Siarczany mg/I 40,7 44,2 43,8 44,9
Fosforany mg/I 0,013 0,017 0,034 0,045
Fosfor ogolny mg/I 0,036 0,020 0,043 0,074
Substancje rozpuszczone mg/I 189 193 241 221
Twardos¢ ogdlna mg/| CaCO, 160 168 168 173
Ogolny wegiel organiczny (TOC) mg/I 9,5 16,7 19,8 11,1
Substancje ekstrahujace sie eterem naftowym mg/I <0,5 24 <0,5 1,6
Indeks nadmanganianowy mg/I 3,6 6,5 7,6 5,0
ChZTcr mg/I 18 48 67 38
Zawiesina ogodlna mg/I 2,5 2,8 10 15,6
Tlen rozpuszczony mg/I 9,36 8,08 6,81 8,08
BZT5 mg/I 0,08 0,59 1,35 0,42
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Rys. 5. Stezenie ChZT — woda z jeziora Biatego
w poczatkowym okresie, do 5 dni, znaczacy spadek steze-
nia tlenu wskazujacy na zachodzenie proceséw rozktadu

substancji ropopochodnych.

3. Podsumowanie
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* W badaniach przeprowadzonych w warunkach standardo-
wych - PN-EN ISO 9888:2005 Jako$¢ wody. Oznaczanie catko-
witej biodegradacji tlenowej zwigzkdéw organicznych w $ro-
dowisku wodnym. Test statyczny (metoda Zahna-Wellensa)
- stwierdzono, ze obserwowane procesy charakteryzuja sie
niska powtarzalnoscia, na co wskazuja rézne wyniki rowno-
legle badanych probek o tym samym sktadzie. Ze wzgledu
na znaczacy wptyw w warunkach eksperymentu proceséw

fizycznych, takich jak parowanie substancji ropopochodnych
z wody, osadzanie sie na powierzchniach i utlenianie tlenem
z powietrza nie uzyskano jednoznacznego potwierdzenia
skutecznosci oczyszczania wody z substancji ropopochod-
nych przez badane kompozycje mikroorganizméw

* Badania w warunkach standardowych prébek wykaza-
ty, ze stosowana kompozycja bakterii Bacillus ligenifornis
(kompozycja A) wykazuje wieksza skutecznos¢ w rozkta-
dzie substancji organicznych. Wiekszy spadek wartosci ChZT
w prébkach zawierajacych kompozycje bakterii w poréw-
naniu do probek slepych obserwowano w prébkach kazdej
serii w pierwszych dniach serii (2-5 dni), co wskazuje na za-
chodzace pod wptywem stosowanej kompozycji mikroor-
ganizmow A procesy biodegradacji substancji ropopochod-
nych. Wraz z uptywem czasu réznice te maleja i po okoto
5-10 dniach i powyzej, wartosci ChZT sg zblizone w préb-
kach badanych i prébkach slepych.
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Tabela 3. Wyniki badan wody z jeziora tqckiego Duzego

Oznaczenie Jednostka Woda surowa S1 Komp.A S2
Metnos¢ FNU 12,2 11,5 16,4 14,4
Zapach TON 1 1 2 1
Odczyn pH 8,3 8 7.9 8,1
Amoniak mg/I 0,727 0,832 0,685 0,359
Azotyny mg/I <0,5 <0,5 1,67 <0,5
Azotany mg/I <0,5 <0,5 1,81 10,1
Chlorki mg/I 731 70 71,3 72,5
Fosforany mg/I 0,072 0,019 0,087 0,115
Fosfor ogdlny mg/I 0,073 0,058 0,093 0,141
Substancje rozpuszczone mg/I 420 445 426 404
Twardos¢ ogdlna mg/l CaCO3 193 209 203 208
Ogdlny wegiel organiczny (toc) mg/I 30,2 31,9 31,3 23,8
Substancje ekstrahujace sie eterem naftowym mg/I 51 <0,5 <0,5 <0,5
Indeks nadmanganianowy mg/I 19,8 18,2 21,6 16,0
Zawiesina ogdlna mg/I 34,4 24,0 41,4 40,4
ChZTCr mg/I 119 115 86 76
Odczyn pH 8,7 7,5 74 7,6
Tlen rozpuszczony mg/I 10,2 6,9 6,4 7,7
BZT5 mg/I 9 18 9 11
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Rys. 7. Stezenie ChZT - woda z jeziora tqckie Duze
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Rys. 8. Stezenie tlenu rozpuszczonego — woda z jeziora tqckie Duze

* W badaniach w wodach jeziornych prowadzonych w akwa-
riach spadek wartosci ChZT wskazujacy na zachodzenie pro-
cesow biodegradacji w obecnosci kompozycji mikroorgani-
zmoéw zaobserwowano w wodzie z jeziora tackiego Duzego
(tabela 6). Ponadto obserwowano wzrost stezenia azota-
now, fosforandéw, fosforu ogdlnego, niewielki wzrost met-
nosci i stopniowy wzrost zawiesiny, osadzajacej sie na po-
wierzchniach wewnatrz zbiornikéw testowych.

¢ W prowadzonych badaniach zaobserwowano duze waha-
nia stezenia tlenu rozpuszczonego w badanych mieszaninach.
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C 5 mn Dri 15 20 25
Rys. 9. Stezenie tlenu rozpuszczonego - jezioro tqckie Duze — bez

napowietrzania

W badaniach w warunkach standardowych obserwowano
spadki stezenia tlenu do wartosci z zakresu 1-3 mg/l w po-
czatkowym okresie do 5 dni, pomimo stosowania tagodne-
go napowietrzania prébek. Stosowanie napowietrzania mia-
to réwniez wplyw na usuwanie substancji ropopochodnych
przez procesy fizyczne i niskg powtarzalno$¢ procesu.

* We wszystkich badaniach z zastosowaniem substancji ro-
popochodnych wartos¢ pH miescita sie w zakresie 6,9-7,8.
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