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BIODEGRADACJA EX SITU GRUNTU
Z KLASYCZNYCH GAZOWNI

SKA¯ONEGO WÊGLOWODORAMI ROPOPOCHODNYMI

1. WPROWADZENIE

Przemys³owa produkcja gazu z wêgla, trwaj¹ca w danym obiekcie zazwyczaj kilka-
dziesi¹t lat, doprowadzi³a do znacznego zanieczyszczenia terenów dawnych gazowni kla-
sycznych.

Zanieczyszczenie gruntów wêglowodorami naftowymi TPH (Total Petroleum Hydro-
carbon) oraz wielopierœcieniowymi wêglowodorami aromatycznymi (WWA) nastêpowa³o
na skutek awarii w czasie produkcji oraz niew³aœciwego zagospodarowania i sk³adowania
produktów odpadowych. Obecnoœæ, zw³aszcza w przypadku zmiany sposobu u¿ytkowania
terenu, zanieczyszczeñ nieulegaj¹cych samoistnej biodegradacji stanowi powa¿ne zagro¿e-
nie [6]. W ostatnich latach coraz wiêksze znaczenie zyskuj¹ badania dotycz¹ce wprowadze-
nia metod biologicznych, które s¹ przyjazne œrodowisku, skuteczne i tanie.

Biodegradacja zanieczyszczeñ ropopochodnych w ska¿onym œrodowisku uzale¿niona
jest od wielu czynników fizyczno-chemiczno-biologicznych. Najbardziej istotne s¹ [2, 3, 9]:

– w³aœciwoœci fizykochemiczne gruntu,
– stê¿enie i struktura zanieczyszczeñ ropopochodnych,
– stê¿enie zwi¹zków biogennych (zw³aszcza azotu i fosforu),
– temperatura,
– zawartoœæ tlenu,
– wilgotnoœæ,
– odczyn (pH),
– obecnoœæ zwi¹zków toksycznych,
– sk³ad iloœciowy i jakoœciowy mikroorganizmów,
– aktywnoœæ biologiczna mikroorganizmów.

475

* Instytut Nafty i Gazu Oddzia³ Krosno
** Instytut Nafty i Gazu w Krakowie

WIERTNICTWO NAFTA GAZ � TOM 24 � ZESZYT 1 � 2007



Bioremediacja podstawowa, w wyniku której zostaje uaktywniona naturalna mikro-
flora ska¿onego terenu, jest realizowana przez dostarczanie substancji biogennych (azot
i fosfor) w postaci nawozów mineralnych, maj¹ce na celu uzyskanie optymalnych wartoœci
C:N:P na poziomie 100:10:1. Prace badawczo-wdro¿eniowe prowadzone przez pracowni-
ków INiG [9] oraz najnowsze doniesienia literaturowe dowodz¹, ¿e mo¿na osi¹gn¹æ znacz-
ny stopieñ redukcji zanieczyszczeñ ropopochodnych (TPH) [5, 16], a tak¿e obni¿enie za-
wartoœci WWA w oczyszczanym gruncie [1, 4, 7, 12].

W celu przyspieszenia procesu biodegradacji zawartoœci zanieczyszczeñ wêglowodoro-
wych (TPH, WWA) procesy biotechnologiczne prowadzi siê przy wykorzystaniu efektyw-
nych kultur mikroorganizmów uprzednio wyizolowanych ze ska¿onego terenu [5, 9, 13].
Do aktywnych kultur bakteryjnych zdolnych do biodegradacji WWA nale¿¹ mikroorganizmy
z grupy Rhodococcus sp., Acinetobacter, Pseudomonas [18], Norcardia, Mycobacterium
[12], Sphingomonas [5, 12]. Zadowalaj¹ce efekty osi¹gniêto równie¿ stosuj¹c do biodegra-
dacji WWA w gruncie biopreparaty na bazie grzybów Phanerochaete chrysosporium [13, 19].

W niniejszym artykule omówiono wyniki badañ prowadzonych w skali laboratoryjnej
metod¹ ex situ biodegradacji zanieczyszczeñ ropopochodnych (TPH, WWA) pochodz¹-
cych z terenu gazowni klasycznej z zastosowaniem bioremediacji podstawowej w po³¹cze-
niu z inokulacj¹ biopreparatem sporz¹dzonym na bazie mikroorganizmów autochtonicz-
nych. Otrzymane wyniki stanowi¹ podstawê do opracowania wytycznych prowadzenia pro-
cesu biodegradacji w warunkach przemys³owych realizowanych metod¹ in situ [9].

Przebieg ca³ego cyklu procesu oczyszczania gruntu pochodz¹cego z terenu gazowni
klasycznej monitorowano za pomoc¹ opracowanych chromatograficznych metod oznaczania
TPH i WWA. Do oceny stopnia biodegradacji zastosowano biomarker 17�(H),21�(H)-
hopan (Supelco), który stanowi wyizolowan¹ frakcjê z rop pochodz¹cych ze z³ó¿ kalifor-
nijskich [11].

Znormalizowane wyniki oznaczeñ chromatograficznych TPH i WWAs wykonanych
w trakcie prowadzenia procesu ich biodegradacji pos³u¿y³y do opracowania matematycznego
modelu opisuj¹cego przebieg biodegradacji TPH i WWAs. Zosta³ on opisany równaniem

C/CH = (C/CH)0 exp(–kt),

gdzie:

C – koncentracja analitu,
CH – koncentracja hopanu,

(C/CH)0 – pocz¹tkowe znormalizowane stê¿enie analitu,
C/CH – znormalizowane stê¿enie analitu w czasie,

t – czas trwania procesu [dni],
k – sta³a biodegradacji pierwszego rzêdu [d–1],

Przedstawienie przebiegu procesu biodegradacji TPH oraz WWAs powy¿szym rów-
naniem znalaz³o potwierdzenie w doniesieniach literaturowych [15, 17].
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2. METODYKA ANALITYCZNA

Na podstawie adaptacji istniej¹cych i obowi¹zuj¹cych w tym zakresie norm polskich
i zagranicznych oraz wieloletnich badañ opracowano metodykê chromatograficznego oznacza-
nia sumarycznej zawartoœci zanieczyszczeñ wêglowodorowych (TPH) w glebie [2, 8, 9, 14].

Opracowana metodyka obejmuje nastêpuj¹ce etapy:

1. Izolacjê i wzbogacenie analitów (TPH) metod¹ ekstrakcji rozpuszczalnikowej modyfi-
kowanej ultradŸwiêkami. Jako optymalny rozpuszczalnik zastosowano dichlorometan,
czas oddzia³ywania ultradŸwiêków (30 kHz) na próbkê wynosi³ 30 min. Stopieñ od-
zysku analitu (98,6%) okreœlono za pomoc¹ standardu zastêpczego SIS (Surrogat In-
ternal Standard), którym by³ o-terfenyl.

2. Oczyszczenie analitów z substancji polarnych przeprowadzono przy zastosowaniu ko-
lumienek SPE wype³nionych sorbentem o nazwie Florisil.

3. Analizê identyfikacyjn¹ i iloœciow¹ wykonano na chromatografie Clarus 500 GC firmy
Perkin Elmer, wyposa¿onym w kolumnê kapilarn¹ Quadrex 007 (30 m � 0,53 mm) fir-
my Panalytica, przy zastosowaniu programowanej temepartury pieca: 35°C – przebieg
izotermiczny przez 2 min, 35÷300°C przyrost temperatury 10°C/min, 300°C przebieg
izotermicznych przez 30 min.

Analiza chromatograficzna wykonana przy u¿yciu wzorców jakoœciowych i iloœciowych
umo¿liwia zidentyfikowanie wêglowodorów alifatycznych, izoprenoidów, a tak¿e sumarycz-
ne oznaczenie zawartoœci TPH.

W celu oznaczenia zawartoœci WWA w glebie pochodz¹cej z terenu gazowni klasycz-
nej, wyizolowano frakcjê aromatyczn¹ i opracowano chromatograficzn¹ metodykê ozna-
czania, która pozwala na zidentyfikowanie poszczególnych WWA oraz ich iloœciowe
oznaczenie [1, 7, 10, 13, 17]. Metodyka oznaczania WWA obejmuje nastêpuj¹ce etapy:

1. Izolacjê analitów (WWA) poprzez zastosowanie ekstrakcji ci¹g³ej (wg Soxhleta) za
pomoc¹ eteru naftowego frakcja 40÷60°C (firmy Merck) i zatê¿enie próbki do objê-
toœci 5 ml.

2. Wydzielenie frakcji WWA przez zastosowanie dwufazowych kolumienek Bakerbond
spe PAH Soil zawieraj¹cych fazy: 500 mg Cyjano/1000 mg Silica Gel.

3. Elucjê WWA z zastosowaniem mieszaniny rozpuszczalników 3 � 3 ml acetonitrylu
i toluenu (3:1).

4. Oczyszczenie analitu poprzez zastosowanie kolumienki SPE z faz¹ Florisil (firmy Su-
pelco).

5. Analizê chromatograficzn¹, któr¹ wykonano na chromatografie Clarus 500 GC firmy
Perkin Elmer wyposa¿onym w kolumnê kapilarn¹ RTX-440 przy programie tempera-
turowym: 40°C – przebieg izotermiczny przez 2 min, 40÷240°C – przyrost temperatu-
ry 30°C/min, 240÷320°C przyrost temperatury 8°C/min, 320°C przebieg izotermiczny
przez 10 min., temperatura in¿ektora i detektora FID – 320°C.

Analiza chromatograficzna przy zastosowaniu kalibracji wewnêtrznej za pomoc¹
wzorców jakoœciowych i iloœciowych firmy Restek umo¿liwi³a identyfikacjê poszczegól-
nych WWA, a tak¿e sumaryczne oznaczenie ich zawartoœci (WWAs).
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Niepewnoœæ wyników analiz chromatograficznych okreœlono na podstawie normy
ISO 6974-2 Okreœlenie niepewnoœci wyników analizy chromatograficznej sk³adu gazu
ziemnego, któr¹ zaadaptowano na potrzeby powy¿ej przedstawionych chromatograficznych
metodyk analitycznych.

Do statystycznego przetworzenia otrzymanych wyników analiz chromatograficznych
zastosowano program „Statistica” wersja 7.1.

3. CHARAKTERYSTYKA MATERIA£U BADAWCZEGO

Do badañ wytypowano grunt pochodz¹cy z wy³¹czonej z eksploatacji gazowni kla-
sycznej po³o¿onej na pó³nocy Polski. Próbki do badañ pobrano w pobli¿u do³ów ze smo³¹
pogazow¹ z g³êbokoœci 1÷1,5 m p.p.t., które zosta³y uœrednione i poddane analizom (prób-
ka SW-1).

Dziêki opracowanej metodyce chromatograficznych oznaczeñ zanieczyszczeñ (TPH)
w glebie zidentyfikowano wêglowodory alifatyczne o d³ugoœci ³añcucha od n-C10 do n-C38

oraz wêglowodory z grupy izoprenoidów: pristan (Pr) i fitan (F). Sumaryczna zawartoœæ TPH
wynosi 6268,5 mg/kg s.m., przy czym odnotowano stosunkowo wysoki udzia³ wêglowo-
dorów ciê¿kich z zakresu n-C19 – n-C36 (tab. 1).

Tabela 1
Zestawienie wyników analiz chromatograficznych zidentyfikowanych wêglowodorów alifatycznych

i izoprenoidów wchodz¹cych w sk³ad zanieczyszczeñ (TPH) w próbce surowej (SW-1)

Oznaczany
sk³adnik

Zawartoœæ

[mg/kg s.m.]
Oznaczany

sk³adnik
Zawartoœæ

[mg/kg s.m.]
Oznaczany

sk³adnik
Zawartoœæ

[mg/kg s.m.]

n-C10 297,02 n-C18 192,10 n-C26 102,58

n-C11 321,45 fitan (F) 32,24 n-C28 72,04

n-C12 280,05 n-C19 197,08 n-C30 68,11

n-C13 324,56 n-C20 212,40 n-C32 52,05

n-C14 279,45 n-C21 105,11 n-C34 34,08

n-C15 124,05 n-C22 274,58 n-C36 42,48

n-C16 358,50 n-C23 95,23 niezidentyf. 1984,00

n-C17 212,39 n-C24 182,10
Suma (TPH) 6268,50

pristan (Pr) 62,27 n-C25 62,48

Analiza chromatograficzna umo¿liwi³a zidentyfikowanie 16 WWA, których sumaryczna
zawartoœæ kszta³tuje siê na wysokim poziomie wynosz¹cym 1068,77 mg/kg s.m. Przewa-
¿aj¹ WWA o liczbie pierœcieni: 4 (54%), 5 (13,7%), 6 (15,4%) (tab. 2).
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Tabela 2
Zestawienie wyników analiz chromatograficznych zidentyfikowanych wielopierœcieniowych

wêglowodorów aromatycznych (WWA) w próbce gleby surowej (SW-1)

Oznaczany sk³adnik
Zawartoœæ

[mg/kg s.m.]
Oznaczany sk³adnik

Zawartoœæ

[mg/kg s.m.]

Naftalen (N) 16,01 Chryzen (CH) 111,61

Acenaftalen (Acl) 18,05 Benzo(b)fluoranten (BbF) 119,25

Acenaften (Ac) 9,31 Benzo(k)fluoranten (BkF) 18,57

Fluoren (Fluo) 5,25 Benzo(a)piren (BaP) 94,58

Fenantren (Fen) 41,50 Indeno(1,2,3,cd)piren (IndP) 82,48

Antracen (A) 48,50 Dibenzo(a,h)antracen (DaA) 52,45

Fluoranten (F) 81,52 Benzo(g,h,i)perylen (BghiP) 72,58

Piren (Pir) 121,58 niezidentyfikowane 42,94

Benzo(a)antracen (BaA) 132,59 Suma WWA (WWAs) 1068,77

Ponadto oznaczono chromatograficznie zawartoœci BTEX: ksylen – 29 mg/kg s.m. oraz
fenol – 11,58 mg/kg s.m., o-krezol – 9,8 mg/kg s.m., 2,4 dimetylofenol – 4,8 mg/kg s.m.,
które nie przekraczaj¹ dopuszczalnych wartoœci dla obszaru „C” z g³êbokoœci 0÷2 m p.p.t.
W próbce gleby SW-1 stwierdzono, ¿e stosunek zawartoœci azotu do fosforu kszta³tuje siê
na poziomie 1:9, co odbiega od optymalnego stosunku wynosz¹cego 10:1 [2, 7] i œwiadczy
o tym, ¿e w badanym gruncie nie ma sprzyjaj¹cych warunków do rozwoju mikroorga-
nizmów. Odczyn (pH) gleby wynosi 5,67, natomiast wilgotnoœæ – 9,2% wag.

4. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAÑ LABORATORYJNYCH
BIODEGRADACJI ZANIECZYSZCZEÑ TPH

Próbka gleby SW-1 pobrana na terenie gazowni stanowi³a materia³ w badaniach labo-
ratoryjnych realizowanych metod¹ ex situ, które pozwalaj¹ na kontrolê przebiegu procesów
biodegradacji zanieczyszczeñ wêglowodorowych, dobór optymalnych dawek wapna nawo-
zowego i nawozów mineralnych, wstêpne okreœlenie ram czasowych prowadzenia poszcze-
gólnych etapów oczyszczania oraz zapoznania siê z efektywnoœci¹ biopreparatu opracowa-
nego na bazie mikroorganizmów autochtonicznych [9].

Glebê na stanowisku badawczym poddano procesowi bioremediacji podstawowej sty-
mulowanej poprzez napowietrzanie oraz za pomoc¹ stworzenia optymalnych warunków
pokarmowych, wodnych, ustalenie odpowiedniego odczynu, a tak¿e warunków termicznych.
W celu osi¹gniêcia odpowiedniego odczynu na poziomie pH ~7,5 oraz stosunku azotu do
fosforu (1:10) w glebie zastosowano dawki wapna nawozowego i nawozu mineralnego
(Azofoska o sk³adzie: NO2–N (7,5%), NH3–N (10,5%), P2O5–P (11%), K2O (19,1%),
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K2SO4 (4,4%)), które okreœlono na podstawie badañ laboratoryjnych. Temperaturê we-
wn¹trz pryzmy utrzymywano na poziomie 17÷20°C, natomiast wilgotnoœæ w granicach
20÷25% wag., stosuj¹c zraszanie wod¹. Opracowana metodyka chromatograficznego ozna-
czania TPH w glebie umo¿liwia pe³n¹ kontrolê przebiegu biodegradacji zanieczyszczeñ
wêglowodorowych.

W wyniku prowadzonego w warunkach laboratoryjnych procesu bioremediacji pod-
stawowej stymulowanej poprzez dobór optymalnych parametrów jej przebiegu na podsta-
wie analiz chromatograficznych mo¿na stwierdziæ, ¿e po okresie 70 dni nast¹pi³a znaczna
redukcja zanieczyszczeñ TPH z 6268,50 do 3042 mg/kg s.m. (51,4%), która utrzymuje siê
na zbli¿onym poziomie w ci¹gu dalszych dni prowadzenia procesu bioremediacji (rys. 2).
Wykonane analizy chromatograficzne pozwoli³y równie¿ oceniæ stopieñ biodegradacji po-
szczególnych wêglowodorów alifatycznych wchodz¹cych w sk³ad TPH (rys. 1). Przedsta-
wione wyniki analiz chromatograficznych pozwalaj¹ na stwierdzenie, ¿e podczas bioreme-
diacji podstawowej najwy¿szy stopieñ obni¿enia zaobserwowano dla wêglowodorów sze-
regu alifatycznego n-C10 – n-C20 w granicach 57,2÷69,0%, co szczególnie widoczne jest
dla wêglowodorów n-C12 z 580,05 do 220,69 mg/kg s.m. oraz n-C13 z 324,56 do 116,43
mg/kg s.m. oraz n-C16 z 358,00 do 128,04 mg/kg s.m. Wêglowodory ciê¿sze z zakresu
n-C25 – n-C36 ulegaj¹ biodegradacji w ni¿szym stopniu, który kszta³tuje siê na poziomie
16,2÷23,5%. Wêglowodory z grupy izoprenoidów (Pr i F) ulegaj¹ trudno biodegradacji
i mog¹ pos³u¿yæ jako wskaŸnik stopnia biodegradacji w postaci stosunków n-C17/Pr
i n-C18/F, które w wyniku prowadzonego procesu oczyszczania uleg³y zmniejszeniu odpo-
wiednio z 3,419 do 1,658 oraz z 5,958 do 2,403.

Bioremediacja podstawowa polega jedynie na uaktywnianiu naturalnej mikroflory ska-
¿onego terenu, co wykorzystano do obni¿enia pocz¹tkowej koncentracji TPH. Uzyskano
wzrost liczebnoœci mikroorganizmów z 8,5�105 do 9,2�106 jtk/1 g s.m. gleby.
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Rys. 1. Zmiany zawartoœci zidentyfikowanych wêglowodorów z terenu gazowni klasycznej
po kolejnych etapach oczyszczania



Na podstawie badañ mikrobiologicznych gleby SW-1 w po³¹czeniu z analizami chro-
matograficznymi opracowano biopreparat z wyizolowanych, wyselekcjonowanych i namno-
¿onych mikroorganizmów autochtonicznych, ukierunkowanych na biodegradacjê zidentyfi-
kowanych wczeœniej zanieczyszczeñ ropopochodnych. Biopreparat opracowany w Zak³a-
dzie Mikrobiologii INiG zawiera³ 28 kultur bakteryjnych pochodz¹cych z próbki gleby
SW-1. Przy jego sporz¹dzaniu szczególn¹ uwagê zwrócono na wyizolowanie i namno¿enie
kultur bakteryjnych zdolnych do biodegradacji WWA [5, 12, 18, 19].

Etap inokulacji biopreparatem sporz¹dzonym na bazie mikroorganizmów autochtonicz-
nych w postaci aktywnej zawiesiny o stê¿eniu 1�109 jtk/1 cm3, w warunkach laboratoryj-
nych przeprowadzono w dwóch seriach w ci¹gu 85 dni. Spowodowa³ on obni¿enie zawar-
toœci TPH do poziomu 733,06 mg/kg s.m., co stanowi 75% redukcji zanieczyszczeñ (rys. 2).
Wykonane analizy chromatograficzne pozwalaj¹ na stwierdzenie, ¿e najwy¿szy stopieñ re-
dukcji odnotowano dla szeregu alifatycznego od n-C12 do n-C22 na poziomie 92,3÷71,3%.

Wêglowodory ciê¿sze z zakresu od n-C23 do n-C36 równie¿ uleg³y biodegradacji w za-
dawalaj¹cym stopniu w granicach 70,0÷58,6%, co œwiadczy o szerokim spektrum dzia³ania
biopreparatu (rys. 1). Obliczone wskaŸniki stopnia biodegradacji wêglowodorów alifatycz-
nych uleg³y zmniejszeniu: n-C17/Pr z 1,658 do 0,490 oraz n-C18/F z 2,403 do 0,777.

W celu opracowania matematycznego modelu przebiegu procesu biodegradacji TPH
w kolejnych etapach oczyszczania zastosowano w badaniach laboratoryjnych biomarker
17�(H),21�(H)-hopan wzglêdem którego przeprowadzono normalizacjê koncentracji TPH
oznaczanej w trakcie przebiegu procesu biodegradacji.

Przebieg procesu biodegradacji opisano równaniem

C/CH = (C/CH)0 exp(–kt).

Poszczególne wspó³czynniki równania dla kolejnych etapów biodegradacji przedsta-
wiono w tabeli 3.
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Rys. 2. Obni¿enie zawartoœci TPH (C/CH) znormalizowane hopanem po kolejnych etapach
biodegradacji



Tabela 3
Zestawienie wspó³czynników równania modelu matematycznego biodegradacji TPH

w kolejnych etapach procesu oczyszczania próbki gleby SW-1

Etap oczyszczania k [d–1] (C/CH)0
Wspó³czynnik

regresji r2

Bioremediacja podstawowa (SW-2) 0,0087 1249 0,9554

Bioaugmentacja biopreparatem (SW-3) 0,0151 540 0,9683

Sta³a biodegradacji pierwszego rzêdu (k) jest znacznie wy¿sza przy biodegradacji TPH
podczas etapu bioaugmentacji opracowanym na bazie mikroorganizmów autochtonicznych
biopreparatem, co œwiadczy o wiêkszej dynamice przebiegu tego procesu. Wspó³czynnik
regresji (r2) jest zbli¿ony do jednoœci, co œwiadczy o zadowalaj¹cym dopasowaniu punktów
pomiarowych do krzywych opisanych powy¿szym równaniem. Prawid³owoœæ postêpowa-
nia podczas próby opracowania modelu matematycznego biodegradacji potwierdzaj¹ do-
niesienia literaturowe [15, 17].

5. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAÑ LABORATORYJNYCH BIODEGRADACJI
WIELOPIERŒCIENIOWYCH WÊGLOWODORÓW AROMATYCZNYCH (WWA)

Gleba (próbka SW-1) pochodz¹ca z terenu gazowni klasycznej jest zanieczyszczona
wielopierœcieniowymi wêglowodorami aromatycznymi, których sumaryczna zawartoœæ
(WWAs) znacznie przekracza dopuszczalne normy. W sk³adzie zanieczyszczeñ przewa¿aj¹
cztero-, piêcio- i szeœciopierœcieniowe wêglowodory aromatyczne (tab. 2).

Prowadzone badania laboratoryjne (metod¹ ex situ) procesu bioremediacji podstawo-
wej, stymulowanej przez optymalny dobór parametrów jej przebiegu, wykaza³y, ¿e osi¹g-
niêto obni¿enie zawartoœci WWAs z 1068 do 698 mg/kg s.m. w okresie 80 dni. Analiza
chromatograficzna pozwala na okreœlenie stopnia redukcji poszczególnych WWA. Najwy¿-
szy stopieñ obni¿enia zawartoœci zaobserwowano dla wêglowodorów o najni¿szej liczbie
pierœcieni (3), których zawartoœæ by³a najni¿sza i kszta³towa³ siê on na poziomie 68,9÷50,2%.
Natomiast dla czteropierœcieniowych WWA (F, Pir, BaA, CH, BbF, BkF), stopieñ redukcji
by³ nieznacznie ni¿szy i zawiera³ siê w granicach od 44 do 28%, co szczególnie dobrze wi-
doczne jest dla: pirenu (z 121,58 do 64,77 mg/kg s.m.), chryzenu (z 11,69 do 74,9 mg/kg
s.m.) oraz benzo(a)antracenu (z 132,58 do 90,82 mg/kg s.m.). Wêglowodory piêciopier-
œcieniowe (BaP oraz DaA) ulegaj¹ trudniej biodegradacji, której efektywnoœæ okreœlono na
poziomie 10,5÷5,6%, a dla wêglowodorów o szeœciu pierœcieniach – IndP i BghiP – na po-
ziomie 11,2÷9,2% (rys. 3).

Przeprowadzenie etapu inokulacji biopreparatem przyczyni³o siê do znacznego obni¿-
enia sumarycznej zawartoœci WWAs. Uzyskane wyniki dowodz¹, ¿e nastêpuje stopniowy
spadek zawartoœci WWAs zachodz¹cy w okresie 85 dni z poziomu 698 do 212 mg/kg s.m.
Wykonane analizy chromatograficzne pozwalaj¹ na stwierdzenie, ¿e najwy¿szy stopieñ re-
dukcji zawartoœci odnotowano dla Acl, Ac, Fluo, Fen, A – w granicach 82,3÷91,5%, zaœ
dla WWA – 4-pierœcieniowych (F, Pir, BaA, CH, BbF, BkF) osi¹gniêto ni¿szy stopieñ re-
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dukcji w granicach 71,2 do 61,5%. Dla WWA zbudowanych z piêciu i szeœciu pierœcieni
(BaP, IndP, DaA, BghiP) równie¿ osi¹gniêto znaczne obni¿enie zawartoœci od 47,5 do
41,2% (rys. 3).

W celu okreœlenia szybkoœci biodegradacji WWAs w badaniach laboratoryjnych za-
stosowano biomarker 17�(H),21�(H)-hopan, wzglêdem którego przeprowadzono normali-
zacjê koncentracji WWAs zmieniaj¹cej siê w trakcie prowadzenia kolejnych etapów pro-
cesu oczyszczania (rys. 4).
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Rys. 3. Zmiany zawartoœci zidentyfikowanych WWA z terenu gazowni klasycznej po kolejnych
etapach oczyszczania

Rys. 4. Obni¿enie zawartoœci WWAs znormalizowane hopanem (C/CH) po kolejnych etapach
biodegradacji



Przebieg procesu biodegradacji WWAs opisano równaniem

C/CH = (C/CH)0 exp(–kt),

którego wspó³czynniki przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Zestawienie wspó³czynników równania modelu matematycznego biodegradacji WWAs

w kolejnych etapach procesu oczyszczania surowej próbki gleby (SW-1)

Etap oczyszczania k [d–1] (C/CH)0
Wspó³czynnik regresji

r2

Bioremediacja podstawowa (SW-2) 0,0050 209 0,9631

Bioaugmentacja biopreparatem (SW-3) 0,0128 142 0,9721

Sta³a biodegradacji pierwszego rzêdu (k) dla etapu bioremediacji podstawowej jest
znacznie ni¿sza ni¿ dla bioaugmentacji aktywnym preparatem z mikroorganizmów auto-
chtonicznych. Ponadto porównuj¹c sta³e szybkoœci dla TPH i WWAs mo¿na stwierdziæ, ¿e
szybkoœæ biodegradacji TPH jest znacznie wy¿sza (tab. 3 i 4). Jednak¿e szybkoœæ biode-
gradacji osi¹gniêta dla WWAs podczas inokulacji biopreparatem jest wysoka, co œwiadczy
o efektywnym dzia³aniu sporz¹dzonego biopreparatu. Wspó³czynnik regresji (r2) kszta³tuje
siê na zadowalaj¹cym poziomie (0,963÷0,972), co œwiadczy o dobrym dopasowaniu krzy-
wych pierwszorzêdowego modelu biodegradacji do punktów pomiarowych. W celu g³êb-
szego oczyszczenia gleby z WWA wskazane jest powtórne przeprowadzenie procesu in-
okulacji biopreparatem na bazie mikroorganizmów autochtonicznych.

6. PODSUMOWANIE

Przedstawione wyniki badañ dowodz¹ prawid³owoœci podjêtych decyzji o zastosowa-
niu etapowego oczyszczania gleby z terenu gazowni klasycznej obejmuj¹cego bioremedia-
cjê podstawow¹ i inokulacjê biopreparatem opracowanym na bazie mikroorganizmów auto-
chtonicznych. Obni¿enie zawartoœci zanieczyszczeñ (TPH i WWA) w glebie z terenu
gazowni do poziomu okreœlonego przez standardy glebowe uzyskano dziêki optymalizacji
czynników maj¹cych wp³yw na przebieg biodegradacji zanieczyszczeñ ropopochodnych.

Dziêki opracowanej metodyce chromatograficznego jakoœciowego i iloœciowego ozna-
czania zanieczyszczeñ wêglowodorowych (TPH i WWA) istnieje mo¿liwoœæ pe³nej kon-
troli przebiegu biodegradacji zanieczyszczeñ ropopochodnych. Pozwala ona na uchwycenie
zmian zawartoœci poszczególnych wêglowodorów alifatycznych i aromatycznych wchodz¹-
cych w sk³ad zanieczyszczeñ ropopochodnych, zachodz¹cych podczas procesu ich biode-
gradacji w poszczególnych etapach oczyszczania.

Po³¹czenie analiz chromatograficznych z badaniami mikrobiologicznymi pozwoli³o na
opracowanie biopreparatów na bazie mikroorganizmów autochtonicznych o sk³adzie i za-
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kresie dzia³ania œciœle dopasowanym do chemicznego charakteru zanieczyszczeñ ropopo-
chodnych (TPH i WWA) wystêpuj¹cych w glebie z terenu wy³¹czonej z eksploatacji ga-
zowni klasycznej.

Zastosowanie biomarkera 17�(H),21�(H)-hopanu do normalizacji stê¿eñ TPH i WWAs
w trakcie przebiegu poszczególnych etapów biodegradacji pozwoli³o na stworzenie modelu
matematycznego opisuj¹cego kinetykê biodegradacji TPH i WWAs.
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