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Ocena przydatnosci inokulantéw do bioremediacji gleby
zanieczyszczonej produktami naftowymi

Produkty naftowe naleza do zanieczyszczefi najczedciej
wystepujacych w $rodowisku gruntowo-wodnym. Sa one
mieszaning zwigzkéw — gtéwnie weglowodoréw — o zrézni-
cowanych witasciwosciach fizycznych, chemicznych i biolo-
gicznych. Wiekszos¢ sktadnikéw produktéw naftowych dzia-
ta toksycznie na organizmy zywe, zar6wno roSlinne, jak
i zwierzece, a takze stwarza zagrozenie zdrowia ludzi [15].
Do najbardziej niebezpiecznych naleza weglowodory aroma-
tyczne, jak benzen, toluen, ksylen (BTX), oraz wielopierscie-
niowe weglowodory aromatyczne (WWA). Szkodliwe dziala-
nie produktéw naftowych wynika nie tylko z ich bezposred-
niej toksyczno$ci, ale takze negatywnego wplywu na
wlasciwosci fizyczno-chemiczne §rodowiska gruntowo-wod-
nego [14]. Produkty naftowe przedostajac sic w glab gleby
powoduja zasklepianie przestrzeni, ktérymi transportowana
jest woda i powietrze, a w konsekwencji — zbrylenie gleby.
Ich obecno$é powoduje zmniejszenie pojemnosci kompleksu
sorpcyjnego gleby, atakze przyswajalnosci zwigzkéw potasu,
magnezu i fosforu, przy jednoczesnym nadmiarze zwiazkéw
wegla. Wynikajace z tego zaktécenia réwnowagi biologiczne;j
prowadza do ostrych deficytéw tlenu w glebie oraz niedoboru
form azotu i fosforu przyswajalnych przez ro§liny [16]. Skut-
kiem tych niekorzystnych zmian jest destrukcja materialu
siewnego oraz zmniejszenie plonowania ro§lin. Gleba nie jest
przystosowana do zmian wynikajacych z wprowadzenia do
niej znacznych ilosci substancji chemicznych, w przeciwien-
stwie do §rodowiska wodnego czy atmosfery, gdzie miesza-
nie, ruch mas wody i powietrza powoduja rozciericzenie za-
nieczyszczen, a takze przyspieszaja procesy samooczyszcza-
nia. Ponadto zanieczyszczenia dostaja si¢ do gleby najczesciej
incydentalnie i punktowo, a biocenoza glebowa nie potrafi
szybko przystosowac sig¢ do ich obecnosci.

Ze wzgledu na zagrozenia ekologiczne i zdrowotne zwia-
zane z obecnoscia w Srodowisku produktéw naftowych, ko-
nieczne jest przeprowadzenie szeregu dzialan majacych na
celu oczyszczenie terendéw z tych uciazliwych i szkodliwych
zanieczyszczen. Technologie prowadzace do ograniczenia
migracji zanieczyszczen, wykorzystujace réznego rodzaju za-
bezpieczenia (bariery izolacyjne na wodach stojacych i ply-
nacych, bariery hydrauliczne, bariery pneumatyczno-hydrau-
liczne, biobariery, przelewy z tapaczami olejéw, stabilizacja
i zestalanie zanieczyszczen), stanowia pierwszy krok do eli-
minacji produktéw naftowych ze §rodowiska, ale nie rozwia-
Zuja ostatecznie powstatego problemu [13,17].
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Ostatecznym i niezbednym zabiegiem jest rozktad zanie-
czyszczen naftowych. Opracowane dotychczas technologie
oczyszczania gruntéw oparte sa gtéwnie na procesach fizycz-
nych i chemicznych. Wigkszo$¢ z nich charakteryzuje sig zbyt
gwaltowng ingerencja w strukturg gleby, zmieniajac jej wia-
$ciwosci 1 uniemozliwiajac jej pdZniejsze wykorzystanie rol-
nicze. Dzieje si¢ tak np. w przypadku likwidacji zanieczysz-
czefi metodami termicznymi. Do najbardziej drastycznych
metod nalezy spalanie w wysokiej temperaturze, ktére prowa-
dzi do catkowitej eliminacji zycia biologicznego w glebie,
przy czym destrukcji ulegaja takze zwiazki organiczne decy-
dujace o jej zyznosci. Inne techniki termiczne, takie jak ogrze-
wanie mikrofalowe i desorpcja para wodna polegaja wpraw-
dzie na zastosowaniu nizszych temperatur, jednakze i one
przyczyniaja si¢ do zmian zaréwno w skladzie chemicznym
gleby, jak i w sktadzie ilo§ciowym i jakoSciowym organi-
zméw glebowych. Mozna si¢ takze spodziewacd, ze przyspie-
szajac proces ulatniania weglowodoréw moga one przyczynic

si¢ do rozprzestrzenienia zanieczyszczefi w powietrzu atmo-

sferycznym i wymagaja zastosowania bardzo wielu zabezpie-
czen eliminujacych tego typu zagrozenie. Podobne spostrze-
zenia dotycza zwiazkdw chemicznych (surfaktanty, rozpusz-
czalniki) uzywanych do ekstrakcji zanieczyszczei, gdyz
stanowia one dodatkowe zanieczyszczenie oraz maja nega-
tywny wplyw na biocenozg glebowa [28].

Alternatywa dla tych metod jest zastosowanie mikroorga-
nizméw do usuwania produktéw naftowych z gleby w proce-
sie bioremediacji. Zasadnicza rol¢ w procesie biologicznego
oczyszczania Srodowiska zanieczyszczonego produktami na-
ftowymi spetniaja mikroorganizmy zdolne do wykorzystywa-
nia weglowodoréw w charakterze Zrédta wegla i energii.
Poznanie drég mikrobiologicznego rozktadu zanieczyszczen
naftowych pozwala na skuteczne wykorzystanie ich aktywno-
$ci w procesach technologicznych [26,27]. Bioremediacja
bazuje na biodegradacyjnej dziatalnosci mikroorganizméw
oraz koncentruje si¢ na zwigkszeniu wydajnosci juz istniejacych,
lecz powolnych, proceséw samooczyszczania zachodzacych
w gruncie. Szybkie i skuteczne przeprowadzenie procesu biore-
mediacji zalezy od liczebnodci i aktywnosci degradacyjnej
mikroorganizméw giebowych. Poczatkowa duza liczeb-
no$¢ mikroorganizméw w gruncie mozna osiaggna¢ w proce-
sach biostymulacji i bioaugmentacji. Biostymulacja polega na
wzbogaceniu gleby w substancje biogenne i regulacji innych
parametréw Srodowiska decydujacych o rozwoju mikroorga-
nizméw (natlenienie, pH, wilgotno$¢), natomiast bioaugmen-
tacja to wzbogacenie zanieczyszczonego terenu w mikroorga-
nizmy specjalnie wyselekcjonowane, o duzej zdolnosci do bio-
degradacji zanieczyszczen. Stosowana jest ona wéwczas, gdy
rodzima populacja bakterii na skazonym terenie nie jest liczna
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i nie wykazuje pozadanej akty wno$ci w kierunku biodegrada-
cji zanieczyszczen. Technologie te realizuje si¢ przez bezpo-
srednig iniekcje zawiesiny mikroorganizméw o pozadanej
aktywnosci katalitycznej wraz z substancjami odzy wezymi do
skazonego gruntu. O skutecznoS$ci procesu biodegradacji we-
glowodoréw naftowych decyduje w duzej mierze takze spo-
s6b inokulacji gruntu mikroorganizmami. Musi on zapewnié
réwnomierne rozmieszczenie mikroorganizméw w gruncie
i mozliwo$¢ ich dotarcia do substratu pokarmowego. Biopre-
paraty moga by¢ wprowadzone do gleby w postaci zawiesiny
mikroorganizméw lub jako osadzone na no$niku statym (im-
mobilizowane) [19].

Do bioaugmentacji wykorzystuje si¢ biopreparaty zawieraja-
ce szczepy przygotowane w wyspecjalizowanych laboratoriach
mikrobiologicznych {9-12]. Dobdr szczepéw do inokulacji
zanieczyszczonych gruntéw nastrgcza wiele probleméw. Powin-
ny one — oprocz duzej skutecznosci rozktadu weglowodoréw
naftowych —miec¢ wiele dodatkowych cech umozliwiajacych ich
adaptacjeirozwdj w nowym Srodowisku [15]. Warunkiem adap-
tacji inokulantéw w gruncie jest brak antagonistycznych oddzia-
tywar z naturalna mikroflora gleby. Biopreparaty powinny by¢
calkowicie bezpieczne dla cztowieka i Srodowiska. Dlatego tez
musza miec atest Paristwowego Zaktadu Higieny, ktéry gwaran-
tuje, Ze nie zawieraja drobnoustrojéw chorobotwérczych.

Celem badari przedstawionych w niniejszej pracy bylo
poréwnanie skuteczno$ci dziatania inokulantéw zawieraja-
cych naturalng mikroflore zanieczyszczonej gleby oraz ino-
kulantéw sporzadzonych na bazie obcych szczepéw bakterii,
ale wyjatkowo aktywnych degradacyjnie. Okre§lono skutecz-
no$¢ tych inokulantéw w usuwaniu produktéw naftowych
z gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym, a takze ocenio-
no wplyw procesu bioremediacji na sktad fizyczno-chemicz-
ny i mikrobiologiczny gleby oraz odciekdw.

Materialy i metody

Inokulanty

W badaniach zastosowano trzy inokulanty sporzadzone na
bazie szczepdéw bakterii obcych, tj. Acinetobacter Iwoffi (K29),
Pseudomonas putida (K3) i Rhodococcus erythropolis (K45),
oraz jeden inokulant zawierajacy mieszana kulture bakterii
autochtonicznych (BIO-1). Bakterie autochtoniczne zostaly
wyizolowane z zanieczyszczonej gleby i poddane testom
diagnostycznym [3]. Przed przystapieniem do badari lizyme-
trycznych sprawdzono skuteczno$¢ rozktadu oleju napedowe-
go przez mikroorganizmy zawarte w inokulantach oraz wia-
$ciwodci cytotoksyczne (test MTT) i mutagenne (test Amesa)
metabolitéw powstajacych w procesie biodegradacji. W przy-
padku inokulantéw zawierajacych szczepy obce sprawdzono
ich interakcje z naturalng mikroflorg skazonego gruntu (test
krazkowy). Inokulanty wykorzystane w doswiadczeniach po-
lowych zostaty wprowadzone do gleby w postaci zawiesiny
mikroorganizméw lub jako osadzone na nosniku statym.

Badania lizymetryczne

Badania lizymetryczne przeprowadzono w Obserwatorium
Agro- i Hydrometeorologii Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu, potozonym w nizinnej czg¢$ci doliny Odry (szer.
geogr. 51°07°, dt. geogr. 17°07°, wys. 120 m n.p.m.). Lizyme-
try napetniono na polach ptodozmianu monolitami glebowy-
mi o nienaruszone;j strukturze i sktadzie granulometrycznym. Po
podcieciu i zamocowaniu perforowanego dna (100 otwordw

o$r.4mm)przewiezionojedo stanowisk pomiarowych w ob-
serwatorium. Masa gleby w wazonie o powierzchni 0,3 m? i
wysokosci 0,8 m wynosita ok. 450 kg, stwarzajac warunki do
normalnej wegetacji wigkszosci ro$lin uprawnych. Stanowi-
ska pomiarowe znajdowaly sie w lanie roélin, co zapewnito
naturalne warunki fitosocjologiczne. Gleba wypetniajaca li-
zymetry byla piaszczysto-gliniasta, pods$cielona glina (klasa
bonitacyjna I'Va) i charakteryzowata si¢ nastepujacymi wta-
$ciwo$ciami fizyczno-chemicznymi [2]:

— zawarto$¢ czesci ziemistych sptawialnych: 10+30% (du-
za zawarto$¢ czesci szkieletowych),

— zawarto$¢ frakcji o §rednicy powyzej 1,0 mm: 1,9%,

— zawarto$¢ frakcji o §rednicy ponizej 0,002 mm: 14,2 %,

— cigzar objetosciowy: 1,7 g/cm3,

— porowato$¢: 35%,

—polowa pojemnos¢ wodna warstwy o wysokosci 100 cm: 217 mm,

— zawarto$¢ substancji ekstrahujacych si¢ dichlorometa-
nem (w suchej masie): 531 mg/kg,

— zawarto$¢ substancji ekstrahujacych sig tetrachlorkiem
wegla (w suchej masie): 595 mg/kg,

—pH: 6,5+7,0.

Gleba uzyta do wypetnienia kolumn lizymetrycznych za-
wierala znaczna ilo$¢ sktadnikéw mineralnych, szczegélnie
w glebszych warstwach (tab. 1). Sktadniki organiczne gleby
obecne byly przede wszystkim w jej warstwie powierzchnio-
wej (do 20 cm). Wykryto tu takze niewielkie ilosci metali
cigzkich (Cg, Zn, Pb, Cu, Ni). Zawarto$¢ zwigzkéw azotu
i fosforu w glebie byta niewielka i z uwagi na planowang ilo§¢
wprowadzonego wegla organicznego konieczne byto uzupet-
nienie tych pierwiastkéw w celu optymalizacji przebiegu
biodegradacji produktéw naftowych.

Powierzchniowa warstwa gleby (do 15 cm) zostata zanie-
czyszczona olejem napedowym, a nastgpnie poddano jg oczy-
szczaniu metodg in situ z wykorzystaniem inokulantéw ba-
kteryjnych. Olej napedowy wprowadzono do gleby w dwdéch
etapach. W pierwszym jego zawarto$¢ osiagneta 3%, a naste-
pnie po uptywie 7 d olej uzupetniono do wartosci 10%
(w przeliczeniu na sucha masg gleby). Dwuetapowe wprowa-
dzanie oleju napedowego miato na celu zniwelowanie toksy-
cznego oddzialywania produktéw naftowych na mikroflore

Tabela 1. Wskazniki fizyczno-chemiczne gleby
uzytej do badari lizymetrycznych (w suchej masie)
Table 1. Physicochemical parameters of the soil
used in field experiments

Wekaznik Gigbokosc, cm

0,5 20 40 60
Uwodnienie, % 5,61 7,74 10,75 10,4
Substancje organiczne, % 2,5 1,7 0,7 0,7
Substancje mineralne, % 97,5 98,3 99,3 99,3
Azot ogdlny, % 0,039 0,03 0,02 0,015
Fosfor, % 0,063 0,046 0,014 0,043
Kadm, % 0,001 0,020 0,019 0,006
Kobalt, % nw. nw. nw. nw.
Cynk, % 0,038 0,022 0,014 | 0,039
Otéw, % 0,27 0,28 0,16 0,069
Miedz, % 0,009 0,005 0,003 | 0,013
Chrom, % nw. nw. nw. nw.
Nikiel, % 0,002 0,001 0,001 0,002
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glebowa i umozliwienie jej stopniowej adaptacji. Nastepnie
glebe wzbogacono w inokulanty bakteryjne wprowadzone metoda
zraszania. Ogdlna liczba bakterii w 1 g gleby (w przeliczeniu na
sucha masg) przed zaszczepieniem wynosifa 10* komorek, a po
wprowadzeniu inokulantéw zwigkszyta si¢ do 10® komérek.

Uzupetniono takze zawarto$¢ pierwiastkow biogennych w gle-
bie. Zwiazki azotu i fosforu wprowadzono w ilosciach, ktére zapew-
nity ich wiasciwy stosunek do wegla w glebie, zgodnie z proporcja
C:N:P=10:1:0,1 ustalong w przypadku gleb lekkich. Biogeny wpro-
wadzono do gleby w postaci azotanu amonu, azotanu potasu, fosfo-
ranu amonu i fosforanu potasu. Zwiazki te dodano do gleby kilkue-
tapowo, aby uniknac toksycznego oddzialy wania soli wystepujacych
w zbyt duzychilo$ciach. Zapotrzebowanie na pierwiastki biogen-
ne ustalano na podstawie analizy ich zawartosci w glebie oraz na
podstawie pomiaru aktywnosci dehydrogenazowej mikroorgani-
zmoOw glebowych. Badania przeprowadzono w 12 lizymetrach po-
lowych. Do kolumny kontrolnej (KO) nie wprowadzono oleju napg-
dowego oraz zwigzkéw azotu i fosforu.

Badania w naturalnych warunkach meteorologicznych trwaty
facznie 22 tygodnie. Caly proces obejmowat dwie fazy bioreme-
diacji: pierwsza — oczyszczanie wlasciwe — trwajaca 17 tygodni
i druga —doczyszczanie —trwajaca 5 tygodni. W celu zachowania
stalych warunkéw przebiegu procesu, uzupetniano w razie po-
trzeby wode w glebie do zawartosci 60% catkowitej pojemnosci
wodnej (WHC), a jej powierzchniowa warstwe natleniano po-
przez mechaniczne mieszanie.

Monitoring bioremediacji

Monitoring procesu bioremediacji prowadzony byt w oparciu
o analize wskaznikéw fizyczno-chemicznych i mikrobiologicznych
gleby oraz odciekdw z kolumn lizymetrycznych. Ilosciowe ozna-
czenie drobnoustrojéw w gruncie wykonano metoda bezposred-
niego liczenia kolonii na ptytkach lub metoda rozcieficzeni
McCradyego, stosujac odpowiednie podioza hodowlane [20].
Wyniki analiz podano w postaci jednostek tworzacych kolonie (jtk)
w 1 g gleby lub w postaci najbardziej prawdopodobnej liczby
bakterii (NPL) w 1 g gleby. Aktywnos$¢ dehydrogenazowa mikro-
organizméw glebowych oznaczono zmodyfikowana metoda Casi-
dyego [4], aktywno$¢ ureazowa metoda Hoffmana i Teichera [6],
natomiast aktywnos¢ katalazowa metoda manganometryczna [21].
Analizy fizyczno-chemiczne gleby oraz odciekéw z kolumn lizy-
metrycznych wykonano zgodnie z obowiazujaca metodyka [7].

Zawarto$¢ produktéw naftowych w glebie oznaczono metoda
grawimetryczng w prébkach po ekstrakcji heksanem i dichlo-
rometanem. Wyniki podano w przeliczeniu na sucha mase gleby.
Analizy chromatograficzne produktéw naftowych przeprowa-
dzono na chromatografie gazowym N-504 wyposazonym w ko-
lumng kapilarna o dtugosci 25 cm i detektor pfomieniowo-joniza-
cyjny 9FID, w warunkach programowania temperatur 30—5 min,
3-1 min, 240-10 min. Jako gaz nos$ny zastosowano hel, a do
detektora wodér i powietrze. Temperatura detektora wynosita
300 °C. Analiza GC/MS zostala wykonana na aparacie Hewlett-
Packard ser. IT GC 5890, MS 5971 na kolumnie kapilarnej HP-5,
25 m, z programowana temperatura kolumny w zakresach: olej
napedowy — 50 °C (5 min), 3 °C/min do 280 °C (5 min) [22,25].

Omoéwienie wynikéw badan

Biologiczne oczyszczanie gleby moze by¢ bardziej skute-
czne, gdy zwigkszy sie liczebno§¢ mikroorganizméw aktyw-
nych degradacyjnie. Proces bioaugmentacji wykonywany jest
najczesdciej w oparciu o komercyjne biopreparaty. Zawieraja

one aktywne degradacyjnie szczepy pochodzace z kolekcji
przygotowanych przez profesjonalne firmy. Biopreparaty —
obok niezaprzeczalnych zalet — maja wiele mankamentéw,
ktére sprawiaja, ze nie zawsze ich zastosowanie daje oczeki-
wane rezultaty. Po pierwsze wymagaja ozywienia, gdyz za-
wieraja mikroorganizmy w postaci liofilizowanej, zamrozo-
nej, wzglednie w stanie anabiozy. Brak profesjonalizmu uzyt-
kownikéw sprawia czesto, Ze nie osiagaja one wymaganej
aktywnoS$ci degradacyjnej. Ponadto nie jest mozliwe w tym
przypadku sprawdzenie przed zakupem, czy mikroorganizmy
zawarte w biopreparacie nie s3 antagonistami mikroorgani-
zmo6w naturalnie zasiedlajacych glebe poddawana proceso-
wi oczyszczania. Wprowadzenie mikroorganizméw obcych
moze spowodowaé tak glebokie zaburzenia w poszczeg6l-
nych ekosystemach, ze przywrécenie rOwnowagi biologicz-
nej po bioremediacji bedzie niezwykle trudne [5].
Alternatywa dla produktéw komercyjnych sa biopreparaty
sporzadzone na bazie mikroflory autochtonicznej. Niestety
musza by¢ one indywidualnie dopasowane do kazdej zanie-
czyszczonej gleby, co wymaga izolacji rodzimych mikroorga-
nizméw oraz ich selekcji w laboratorium w celu uzyskania
najaktywniejszych szczepéw. Nastgpnie oznacza si¢ przyna-
lezno$¢ taksonomiczna mikroorganizmow i z tak przy gotowa-
nego konsorcjum eliminuje si¢ drobnoustroje patogenne. Pra-
ktycznie wykorzystane moga by¢ te biopreparaty, ktére uzy-
skaja atest PZH gwarantujacy ich bezpieczne stosowanie.
Przygotowanie takiego biopreparatu jest nie tylko kosztowne,
ale takze bardzo czasochtonne. Przeprowadzone badania mia-
ty na celu sprawdzenie, ktéry z przedstawionych typéw bio-
preparatow jest skuteczniejszy i bardziej bezpieczny dla §ro-
dowiska. Badania lizymetryczne przeprowadzono w warun-
kach polowych z uwzglednieniem warunkéw niezbednych do
skutecznego przebiegu procesu bioremediacji gleby.

Charakterystyka inokulantéw bakteryjnych

W badaniach lizymetrycznych wykorzystano biopreparaty
doktladnie sprawdzone nie tylko pod wzgledem skutecznosci
dzialania, ale takze innych waznych cech biologicznych. Cha-
rakterystyke inokulantéw podano w tabeli 2. Do ich sporza-
dzenia postuzyly trzy szczepy bakterii odznaczajacych si¢
duza aktywnoscia degradacyjna, tj. Acinetobacter Iwoffi (K29),
Pseudomonas putida (K3) i Rhodococcus erythropolis (K45).
Szczepy te pochodzily z kolekcji wiasnej Zaktadu Biologii
i Ekologii Politechniki Wroctawskiej i nie wykazaty anta-
gonistycznych oddziatywan z mikroflorag gleby wykorzysta-
nej w badaniach lizymetrycznych [15,24]. Preparat BIO-1
zawieral natomiast mikroorganizmy autochtoniczne, naturalnie
zasiedlajace glebg uzyta w doswiadczeniu lizymetrycznym, tj.
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Alcaligenes
faecalis, Bacillus firmus i Bacillus sphaericus. Sprawdzono,
7e bakterie wchodzgce w skiad inokulantéw nie nalezaly do
gatunkow chorobotwdérczych. Skutecznosc¢ rozktadu oleju na-
pedowego przez preparaty sporzadzone na bazie mikroorga-
nizméw autochtonicznych byla mniejsza w poréwnaniu do
szczepdw z kolekcji wiasnej (tab. 2). Badania wykazaly, ze
podczas biodegradacji weglowodoréw naftowych przez mi-
kroorganizmy obecne w tych preparatach nie powstaty ubo-
czne produkty o wtasciwosciach cytotoksycznych {8,15] oraz
potencjalnie mutagennych i rakotwérczych [1,15].

Inokulanty wprowadzono do gleby w postaci zawiesiny,
z wyjatkiem Rhodococcus erythropolis (K45), ktéry zostat
osadzony na widrach jesionowych. Materiaty naturalne o cha-
rakterze mineralnym (np. zeolity) okazatly si¢ mato przydatne
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Tabela 2. Charakterystyka inokulantéw zastosowanych w badaniach polowych
Table 2. Characteristics of the inoculants used in field experiments

Symbol biopreparatu K29

K3

K45 BIO-1

Sktad jakosciowy

N N Acinetobacter Iwoffi
mikroorganizméw

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Alcaligenes faecalis
Bacillus firmus
Bacillus sphaericus

Rhodococcus erythropolis

Kolekcja wtasna

Pochodzenie bakterii glebowych

Kolekcja wiasna
bakterii glebowych

Mikroorganizmy
autochtoniczne
skazonej gleby

Kolekcja wlasna
bakterii glebowych

Skutecznos$¢ biodegradacii

oleju napgdowego 97,3% 90,4% 92,1% 71,0%
po 21 d inkubaciji

Analiza wtasciwosci ptynu pohodowlanego
Cytotoksycznos¢ brak brak brak brak
Mutagennos¢ brak brak brak brak
Sposéb inokulacji gruntu zawiesina zawiesina bakteris immobilizowane zawiesina

na wiérach jesionowych

Liczebnosé bakterii 32:71-108jtk/ecm®

29:-49-10% jtk/cm®

22:28.10° jtk/g 51+97-108 jtk/em®

do immobilizacji bakterii, gdyz wzbogacaty glebe w sktadniki
mineralne, co mogito powodowaé zachwianie proporcji mig-
dzy sktadnikami mineralnymi w glebie. Wszelkiego typu
materialy syntetyczne pochodzenia antropogenicznego, takie
jak Zywice syntetyczne, z géry odrzucono jako potencjalne
ksenobiotyki. Zaleta widréw jesionowych byta ich mata po-
datno$¢ na rozktad mikrobiologiczny. Ponadto zawieraly one
znacznie mniejsze ilodci zywic hamujacych wzrost bakterii,
w poréwnaniu do wiéréw z drzew iglastych.

Skutecznosé bioremediacji gleby

Przebieg i skuteczno$¢ procesu bioremediacji gleby oce-
niono w oparciu o analiz¢ standardowych wskaznik6w chara-
kteryzujacych ubytek substratu w procesie biologicznego roz-
ktadu oraz na podstawie analizy fizyczno-chemicznej i mikro-
biologicznej gleby i odciekéw z kolumn lizymetrycznych.
Wprowadzenie do monitoringu bioremediacji dodatkowych
parametréw mialo na celu zbadanie mozliwosci migracji za-
nieczyszczen z gleby do wéd oraz oceng wptywu procesu na
aktywnoS$¢ oraz skiad iloSciowy i jakoSciowy mikroorgani-
zmoéw glebowych. Uznano, ze analiza wynikéw badan mikro-
biologicznych pozwoli na oceng skali zagrozenia ekologicz-
nego wynikajacego z przebiegu procesu bioremediacji.

Ubytek produktow naftowych

Przeprowadzone badania wykazaty, ze biologiczne oczysz-
czanie gleby przebiegalo szybciej w kolumnach lizymetrycz-
nych inokulowanych bakteriami obcymi o duzej aktywnosci
degradacyjnej. Najwiekszy ubytek produktéw naftowych zano-
towano w trzech pierwszych tygodniach badan. Byt on skutkiem
nie tylko dziatania drobnoustrojéw, ale takze odparowywania
czesci weglowodoréw oraz procesu utleniania chemicznego.
Wplyw mikroorganizméw byt szczegdlnie widoczny w lizyme-
trach inokulowanych bakteriami nalezacymi do rodzaju Pseudo-
monas (K3), w ktérych zawartos$¢ produktéw naftowych zmalata
z poczatkowych 10% do okoto 3%, podczas gdy w kolumnie
zaszczepionej zespolem mikroorganizméw naturalnie wystepu-
jacych w glebie (BIO-1) wynosita okoto 6% (rys. 1).

Okazalo si¢ takze, Ze inokulacja gleby szczepem Acineto-
bacter lwoffi (K29) data mniejsza skuteczno$é bioremediacji
gleby. Aktywnos$¢ tego szczepu zwigkszyla si¢ dopiero w dru-
giej fazie badan. Po 6 tygodniach (II pobdr) ubytek produktéw

naftowych w glebie (K29 i K3) byt zblizony. Adaptacja mi-
kroflory autochtonicznej trwata ponad 9 tygodni. Po tym cza-
sie zawarto$¢ produktéw naftowych w glebie z inokulantem
BIO-1 zmniejszyta si¢ do 2,8%, podczas gdy w kolumnie
inokulowanej szczepem Pseudomonas putida (K3) wynosita
1,2%, a w kolumnie ze szczepem Acinetobacter Iwoffi (K29)
—1,8%. Dalszy przebieg rozktadu weglowodoréw naftowych
charakteryzowal si¢ bardzo wolnym tempem ich ubytku
w glebie. Prawdopodobnie roztozone zostaly wszystkie tatwo
biodegradowalne sktadniki oleju napedowego, a pozostate
nalezaly do trudnorozktadalnych. W ostatnim etapie badan
(12-17 tydzien) to samo zjawisko zaobserwowano takze w li-
zymetrach z mikroflora autochtoniczna (BIO-1). Zawarto$é
produktéw naftowych w glebie we wszystkich kolumnach
osiagnela zblizona warto$¢. Oznacza to, Ze zastosowanie
aktywnych szczepéw bakterii (K29 i K3) przyspieszylo roz-
kiad jedynie tatwo biodegradowalnych sktadnikéw oleju na-
pedowego, natomiast adaptacja tych preparatéw do rozktadu
pozostatych zwiazkéw byta dluga, co pozwolito na zréwnanie
catkowitego czasu rozktadu weglowodoréw naftowych we
wszystkich kolumnach, niezaleznie od rodzaju zastosowane-
go inokulantu.

Uzyskane rezultaty wskazywaty na konieczno$¢ ponownej
inokulacji gleby. Do tego celu zastosowano szczep Rhodococ-
cus erythropolis (K45), zdolny do wykorzystania w charakterze
substratu pokarmowego zwiazkéw trudnobiodegradowalnych,

90

K29
BIO-1

K3

il

6 9 12
Czas bioremediaciji, tyg.

Rys. 1. Srednia zawartosé oleju napedowego w glebie z lizymetrow
Fig. 1. Average concentration of diesel oil in the soil from lysimeters
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Rys. 2. Zawartos$¢ produktéw naftowych w gruncie podczas bioremediacii
Fig. 2. Concentration of petroleum products in the soil during bioremediation

takich jak alkiloaromaty czy izoprenoidy. Gleba zostata po-
nownie zaszczepiona po uplywie 17 tygodni od rozpoczecia
bioremediacji. Bakterie wprowadzono do gleby w postaci
osadzonej na nos$niku. Po uptywie 5 tygodni od powtdrne;j
inokulacji (czyli po 22 tygodniach bioremediacji) zaobserwo-
wano wyraZzny ubytek pozostatosci produktéw naftowych
w glebie. W kolumnie z inokulantem K29 ilo$¢ produktéw na-
ftowych zmalata do 114,1 mg/kg (ok. 0,01%), a z inokulantem
BIO-1 do 409 mg/kg (ok. 0,04%). Najlepsze rezultaty dato po-
nowne zaszczepienie gleby uprzednio inokulowanej szczepem
Pseudomonas putida (K3), w ktérej koficowa zawartos¢ produ-
ktéw naftowych wyniosta tylko 31,4 mg/kg (ok. 0,003%).

Rysunek 2 przedstawia graficzny obraz wynik6éw analizy sta-
tystycznej zawarto$ci produktéw naftowych w glebie w poszcze-
g6lnych lizymetrach (K3, K29, BIO-1). Analize przeprowadzono
w toku bioremediacji. Wprawdzie koricowa zawarto$¢ produ-
ktéw naftowych w oczyszczanej glebie byta zréznicowana, jed-
nak przebieg procesu biodegradacji produktéw naftowych we
wszystkich lizymetrach byt zblizony i mial charakter malejace;j
funkcji wykladniczej. Przebieg procesu oczyszczania gleby ilu-
struja takze skrzynki z weigciami. Srodek skrzynki odnosi sie do
mediany, jej szeroko$¢ charakteryzuje rozrzut wartosci wzgle-
dem mediany, a kotnierz wartosci przekraczajace 95% przedziat
ufnosci. Z ich wygladu mozna dodatkowo wnioskowad, ze acz-
kolwiek przebieg procesu rozkiadu produktéw naftowych miat
charakter wykfadniczy, to w réznych lizymetrach ksztattowat sig
nieco odmiennie w czasie. Szeroko$¢ skrzynek w przypadku
poszczegdlnych lizymetréw byla wyraZnie niejednolita, co

oznacza, ze rozrzut wartosci uzyskanych wzgledem mediany byt duzy
na poczatku badar, a nieznaczny po zakoriczeniu bioremediacji.

Przeprowadzono takze analiz¢ jakosciowa produktéw nafto-
wych w glebie po bioremediacji. Poréwnanie chromatograméw
(GC-MS) pozostatosci produktéw naftowych zawartych w gle-
bie z poszczegélnych lizymetréw (BIO-1, K29, K3) wykazalo
ich znaczne podobieristwo. We wszystkich prébkach — w poréw-
naniu do oleju napedowego — stwierdzono wzgledny wzrost
zawartosci weglowodoréw izoprenoidowych — pristanu i fitanu.
Ponadto obecne byty wielkoczasteczkowe n-alkany oraz alki-
locykloheksany. Taki sktad produktéw rozkitadu wskazuje
na znacznie wigksza podatnos$¢ na biodegradacje matoczastecz-
kowych n-alkanéw, w poréwnaniu do wielkoczasteczkowych
n-alkanéw i rozgalezionych weglowodoréw oraz cykloalkanéw
[23]. Chromatogram przedstawiony na rysunku 3 ilustruje sktad
jakosciowy weglowodoréw w glebie oczyszczanej preparatem
BIO-1.

Skiad fizyczno-chemiczny gleby i odciekow
zkolumn lizymetrycznych

Proces bioremediacji oceniany byl takze w oparciu o analize
wybranych wskaZnikéw fizyczno-chemicznych oraz mikro-
biologicznych gleby przed, w toku i po procesie oczyszczania.
Uzyskiwane na biezaco wyniki analiz byty podstawa do po-
dejmowania decyzji o uzupelnianiu sktadnikéw pokarmo-
wych i regulacji parametréw technologicznych majacych de-
cydujacy wplyw na aktywno$é biodegradacyjna mikroorgani-
zmGéw. Spos$réd parametréw mikrobiologicznych analizowano



8 B. Kotwzan

T1C: GLEBAIBL.D

*
|
i
|
t
i

*
| A ,
o

e W\J*'*J\j

o **i\a-JL

* T T g
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00
Ion 85.00 (84.70 to B5. ;é_D : CLEBAlBD D

nCﬂ
" L*ﬂ “i*”L““*~J~MJ~J
44~,,nw“)#~ ﬂ\kJJ\J

10:00 20.00  30.00  40.00  5G.00 60.00 70.00 38.00
Ion 1823.00 (182.70 to 183.70): GLEBA1RD.D

X

Pristan Fitan J
Wa i W’*’*‘M
W‘"N-...g,_

§ T
10.00 20.00 30.00 40.00 50,00 60.00 70.00  §0.00
Ion 62.00 (81.70 to 82.70): GLEBA1BD.D

.W’JM WWWMMﬂ ]l ‘
W i

o

‘10:00 20;60 30.00 40:00 50.0¢ 60.00 70.00  80.00
Ion 9..00 (90.70 to 91.70): GLEBA1BD.D

W*«WM
/”MW W\\

10:00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70. 00 80.00
Ion 128.00 (127.70 to 128.70): GLEBA1BD.D

e ’WJ\'-
Naftalen J

i k

T T
10.09 20.00 30 093 50 .00 50.00 60.00 70.00 §0.00
Ion 142.00 (141.70 to 142.70): GLEBA1BD.D

Metylonaftalen WW‘“W

,ﬂ“ R

lOiOO 20.00 30. UO 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

Rys. 3. Chromatogram GC-MS oleju napgdowego po procesie biodegradacii
Fig. 3. GC-MS chromatogram of diesel oil after biodegradation
skfad ilosciowy i jako$ciowy mikroflory glebowej oraz jej aktyw-
nos¢ enzymatyczna. Informacje te byly niezwykle wazne z pun-
ktu widzenia koniecznosci przywrécenia réwnowagi biologicz-

nej w skazonym terenie po zakoriczeniu oczyszczania gleby.

Analiza gleby wykonana po procesie bioremediacji okre-
§lita zmiany, jakie nastapity na skutek jej zanieczyszczenia
olejem napgdowym i nastepnie w procesie jej oczyszczania.
Stwierdzono znaczne zmniejszenie pH gleby (tab. 3), wzrost
zawartosci sktadnikéw organicznych, azotu amonowego i fo-
sforu oraz stale wymywanie z gleby niektérych jej sktadnikéw
(tab. 4), zwlaszcza metali cigzkich (Zn i Cd). Byto to zwiaza-
ne ze zmniejszeniem pH gleby, spowodowanym prawdopo-
dobnie znaczng iloScia kwasnych metabolitéw powstajacych
w procesie biodegradacji oleju napedowego.

Biologiczne oczyszczanie gleby jest procesem, w ktérym wiele
metabolitéw powstajacych w wyniku biodegradacji produktéw na-
ftowych moze przedostawac si¢ do wdd podziemnych i powierzch-
niowych, powodujac pogorszenie ich jakoéci. Ze wzgledu na waz-
nos¢ retencyjnej funkcji gleby, dokonano analizy zmian wskazZnikéw
fizyczno-chemicznych odciek6w z lizymetréw (tab. 5-6).

Tabela 3. Ksztattowanie sig pH gleby w toku biodegradacji
Table 3. Variations in soil pH during the biodegradation process

Lizymetr Czas poboru probek gleby, tygodnie

3 6 9 12 17
K3 6,8 6,7 6,4 6,2 5,5
K29 6,6 6,5 6,5 6.4 5,6
BIO-1 6,9 6,8 6,5 6,3 5,6
KO 7,5 7.4 7,0 6,8 6,5

W toku prowadzonego procesu zaobserwowano wyraZne
zmniejszenie pH odciekéw juz w pierwszych tygodniach bio-
remediacji (tab. 5). Najmniejsza warto§¢ pH=4,9 zanotowano
w odcieku z kolumny ze szczepem Pseudomonas (K3). Byto
to prawdopodobnie spowodowane przenikaniem do odptywu
zwiazkéw azotu i fosforu, w ktére wzbogacona byta gleba
oraz powstawaniem produktéw bioremediacji zmniejszaja-
cych stezenie jonéw wodorowych w odcieku. Potwierdzeniem
tego sa wartoSci pozostatych wskaznikéw analizowanych w toku
prowadzonych badan. Nauwagg zastuguja wartosci ChZT, BZTs
i utlenialnosci, ktére w przypadku lizymetréw doswiadczalnych
byly duzo wieksze niz w kolumnie kontrolnej. Maksymalne
wartosci tych wskaZznikdw zbiegaja si¢ z gwattownym ubytkiem
produktéw naftowych w glebie i sugeruja takze przenikanie
czg¢Sci metabolitéw do odciekéw. Typowym przyktadem sa war-
tosci uzyskane w lizymetrze z preparatem BIO-1 po 17 tygo-
dniach trwania badari (tab. 6).

We wszystkich kolumnach (takze kontrolnej) zaobserwo-
wano zjawisko wymywania zwiazkéw azotu i fosforu z gleby.
Zawarto$¢ tych pierwiastkéw w glebie powinna by¢ stale
kontrolowana i uzupelniana. Potwierdza to sugestie, ze pier-
wiastki biogenne powinny by¢ dodawane w matych ilosciach
w sposéb ciagly.

Analiza zawartosci produktéw naftowych w odplywach
z lizymetréw wykazatla, ze poprzez warstwe gleby (0,8 m)
przenikaja do odciekéw zaledwie §ladowe ich ilosci (tab. 7).
Stwierdzono, ze zjawisko to miato miejsce przede wszystkim
w pierwszej fazie bioremediacji, przy czym wieksze mozli-
wosci przenikania produktéw naftowych zanotowano w lizy-
metrach z mikroflora autochtoniczna (BIO-1). Analiza jako-
$ciowa weglowodoréw wykazala obecno$é weglowodoréw
parafinowych w odciekach z lizymetr6w z preparatem BIO-1
oraz ze szczepem z rodzaju Acinetobacter (K29), natomiast
weglowodory aromatyczne wykryto jedynie w probee gleby
z inokulantem K29 na poczatku eksperymentu (3 tydzien).
Tak nieznaczne iloSci wykrytych w odptywach weglowodo-
réw §wiadczyly o ich zatrzymywaniu w glebie oraz ograniczo-
nej mozliwosci skazenia wéd gruntowych.

Sktad mikrobiologiczny gleby

Analiza wskaZnikéw mikrobiologicznych (mikroflora gle-
bowa, aktywno$¢ enzymatyczna) miata poméc w ocenie gle-
bokosci zmian, jakie nastapily w glebie na skutek wprowa-
dzenia inokulantéw i uaktywnienia grupy mikroorganizméw
zwigzanych z rozkiadem produktéw naftowych w glebie.
Szczegdlna uwage zwrdcono na mikroorganizmy biorace
udzial w przemianach zwiazkéw azotu, z uwagi na mozliwosé
obserwacji zmian spowodowanych toksycznym oddziatywa-
niem produktéw naftowych na wybrane grupy fizjologiczne
bakterii. Ponadto uznano, Ze wprowadzenie dodatkowych ilo-
$ci mineralnych nawozéw azotowych moglo zakiécié normal-
ny przebieg proceséw mikrobiologicznych w glebie.
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Tabela 4. Wskazniki fizyczno-chemiczne gleby po bioremediacji
Table 4. Physicochemical parameters of soil after bioremediation

Glebokosé, cm
Wskaznik
0-20 40 60
Lizymetr BIO-1 K3 K29 BiO-1 K3 K29 BIO-1 K3 K29
Uwodnienie, % 15,3 14,9 15,5 9,1 12,7 13,4 12,3 13,5 14,1
Substancije organiczne, % 3,1 1,9 3,7 1,1 0,9 1,5 0,6 0,7 0,8
Substancje mineralne, % 96,9 98,1 96,3 98,9 99,1 98,5 99,4 99,3 99,2
Azot ogodiny, % 0,155 0,126 0,163 0,089 0,059 0,094 0,039 0,046 0,043
Fostor, % 0,094 0,068 0,12 0,068 0,024 0,052 0,013 0,015 0,012
Kadm, % nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw.
Kobalt, % nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw.
Cynk, % 0,028 0,023 0,022 0,031 0,026 0,021 0,021 0,015 0,019
Otow, % 0,006 0,007 0,005 0,016 0,015 0,004 0,001 0,001 0,002
Miedz, % 0,004 0,003 0,004 0,003 0,004 0,002 0,004 0,002 0,002
Chrom, % nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw.
Nikiel, % nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw. nw., nw.

Tabela 5. Wskazniki fizyczno-chemiczne odciekow z lizymetrow (9 tydz.)
Table 5. Physicochemical parameters of the effluents from lysimeters (9th week)

Lizymetr
Wskaznik, jednostka

Ko BIO-1 K3 K29
pH 7.3 5,1 4,9 5,2
Przewodno$¢ wt., uS/cm 1071 1087 1475 1287
Chlorki, gCl/m® 39 33 161 98
ChZT, g0/m® 52,3 83,2 54,3 176,1
BZTs, gOzm® 1,9 5,0 5,0 15,0
Utlenialno$é, gOzm® 16,0 18,6 16,6 27,0
Azot ogdiny, gN/m?> 1,0 1.1 2,7 7.2
Fosfor ogdiny, gP/m® 0,31 0,33 0,09 0,64
OWO, gC/m® 15,2 223 16,8 15,5

Tabela 6. WskazZniki fizyczno-chemiczne odciekéw z lizymetréw (17 tydz.)
Table 6. Physicochemical parameters of the effluents from lysimeters

(17th week)
Lizymetr

Wskaznik, jednostka

Ko K29 K3 BIO-1
pH 6,5 35 3,4 3,5
Przewodnos$¢é wt., uS/cm 1037 1287 1112 987
Chlorki, gCl7/m?® 44 96 132 43
ChZT, gOo/m® 56,8 126,8 140,9 231,3
BZTs, gOzm°® 1,4 14,0 6,8 12,0
Utlenialno$g, gOzm? 15,6 34,5 42,0 55,0
Azot ogdlny, gN/m® 0,9 9,6 6,8 9,4
Fosfor ogdiny, gP/m® 0,28 0,14 0,33 0,6
OWO, gC/m® 14,9 35,8 54,2 72,0

Tabela 7. Zawartosé produktow naftowych w odciekach z lizymetréw (g/m®)
Table 7. Concentration of petroleum products in the effluents
from lysimeters (g/m®)

) Czas poboru prébek, tygodnie
Lizymetr
3 6 9 12-17
KO 0,01 0,01 0,01 nw.
K29 0,12 0,01 0,01 nw.
K3 0,07 0,01 0,01 nw.
BIO-1 0,18 0,18 0,01 nw.

Wplyw bezposredniego toksycznego dziatania weglowodoréw
naftowych na mikroorganizmy glebowe mozna byta zaobserwo-
wac tylko bezposrednio po zanieczyszczeniu gleby olejem napg-
dowym (1 tydzied) (rys. 4-16). W przypadku wigkszosci bada-
nych grup mikroorganizméw zanotowano zmniejszenie ich ogél-
nej liczebnodci. Dotyczylo to promieniowcéw (rys. 6), bakterii
amylolitycznych (rys. 8), desulfurikacyjnych (rys. 9), proteolity-
cznych (rys. 10), wiazacych azot (rys. 11), nitryfikacyjnych
(rys. 14-15) i denitryfikacyjnych (rys. 16). Nie stwierdzono nato-
miast wptywu tego typu zanieczyszczen na rozwdj bakterii mo-
cznikowych (rys. 12) i amonifikacyjnych (rys. 13). Liczba grzy-
béw ulegla jedynie nieznacznemu zmniejszeniu (rys. 5), nato-
miast wzrosta ogélna liczba bakterii saprofitycznych (rys. 4) oraz
bakterii zdolnych do rozktadu oleju napedowego (rys. 7).

Zastosowane zabiegi bioremediacyjne zniwelowaly skutek
toksyczny wywotany wprowadzeniem oleju napedowego do
gleby (3 tydz.). Polegaly one na uzupetnieniu zawarto$ci azo-
tu i fosforu oraz inokulacji gleby bakteriami zdolnymi do
rozktadu produktéw naftowych. Zaobserwowano szybki wzrost
liczebnosci bakterii saprofitycznych w 1 g gleby do 108 komérek
(rys. 4), a grzyb6éw do 10°+10® komérek (rys. 5). W glebie pod-
danej procesowi oczyszczania biologicznego w kolumnach lizy-
metrycznych obserwowano takze stopniowy przyrost liczebno-
$ci innych grup bakterii do wartosci analogicznej bad7 wiekszej
niz w kolumnie kontrolnej. Stwierdzono takze stymulacje wzrostu
bakterii amylolitycznych, desulfurikacyjnych, proteolitycznych,
mocznikowych, amonifikacyjnych i denitryfikacyjnych. W toku
prowadzonych badari zaobserwowano nadmierny rozwdj grzy-
béw w glebie, spowodowany prawdopodobnie jej zakwaszeniem.
Mimo utrzymywania odpowiednich parametréw technologicz-
nych procesu, nadal obserwowano toksyczne oddziatywanie oleju
napedowego na rozwdj promieniowcéw, bakterii nitryfikacyj-
nych i bakterii wiazacych wolny azot.

Krzywe obrazujace zmiang liczebno$ci mikroorganizméw
w toku prowadzenia bioremediacji mialy rézny przebieg. Byt
on uzalezniony od typu inokulantu uzytego do stymulacji
biodegradacji oraz analizowanej grupy mikroorganizméw. Naj-
wicksza liczebno$é mikroorganizmy osiagnely w lizymetrach
inokulowanych bakteriami nalezacymi do rodzajéw Acinetobac-
ter (K29) i Pseudomonas (K3). Zaobserwowano takze dwa
wyraZne maksima liczebnosci drobnoustrojéw miedzy 3 1 6 tygo-
dniem oraz w koricowej fazie procesu (17-22 tydz.) po ponownej
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Rys. 7. Liczebnos¢ bakterii degradujgcych olej napedowy
Fig. 7. Number of diesel oit degrading bacteria
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Rys. 11. Liczebnos¢ bakterii wigzacych azot atmosferyczny
Fig. 11. Number of free nitrogen fixing bacteria
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Rys. 12. Liczebnosc bakterii mocznikowych
Fig. 12. Number of ureal bacteria

Czas bioremediacji, tyg.

Rys. 16. Liczebnos¢ bakterii denitryfikacyjnych
Fig. 16. Number of denitrifying bacteria

10° _ inokulacji gleby szczepem z rodzaju Rhodococcus (K45).
_\? ‘§9’ @ Nieco inaczej ksztaltowata si¢ liczebno§¢ drobnoustrojéw
g 10%] p O N JTHT AT w kolumnach zaszczepionych inokulantem sporzadzonym na
z ahq 1 dH AH A l : 1szczepiony porzadzony
g, ol I bazie naturalnej mikroflory (BIO-1). Obserwowano tu sto-
'510 IThH I pniowy wzrost liczebnosci mikroorganizméw z maksimum
g, sl w ostatnim etapie bioremediacji pomiedzy 9 i 22 tygodniem.
= 10 Najwieksza liczebno$é w glebie we wszystkich lizymetrach
% 1021 osiagngly bakterie rgzkladaja,c.:e oyej napgdowy oraz l?akterig
o saprofityczne. Byto ich co najmniej o 4+5 rzedéw wielkosci
g 10" wigcej niz w glebie kontrolnej nieskazonej olejem. Liczeb-
S no$¢ bakterii rozktadajacych weglowodory byla skorelowana
10° ; ; T . ' T T z zachodzacym w tym czasie ubytkiem oleju napedowego
0 1 3 8 9 12 17 22 w glebie. I tak, w lizymetrach ze szczepem z rodzaju Pseudo-
Czas bioremediacj, tyg. monas (K3) najwigkszy ubytek oleju zaobserwowano
Rys. 13. Liczebnosc¢ bakterii amonifikacyjnych w pierwszych 3 tygodniach badai. W tym czasie osiagnieto

Fig. 13. Number of amonifying bacteria najwicksza liczebno$¢ tego rodzaju bakterii. Podobna sytu-

500 acje zaobserwowano w kolumnach z mikroflora naturalna
g £ _ (BIO-1) w ostatnich tygodniach badari.
Z 400 E [0 Na szczeg6lng uwage zastuguje analiza liczebnosci ba-
§ f o = kterii bioracych udzial w przemianach zwiazkéw azotu
figoo M . f;’gf i 1Bl w glebie. Zanotowano zmniejszenie liczebnosci bakterii
= 2 nitryfikacyjnych, ktére dopiero w ostatniej fazie procesu
2200 1 X osiagnety liczebnos$¢ zblizona do prébki kontrolnej. Mimo
& zabiegéw bioremediacyjnych nie nastapita odbudowa li-
2 czebnoS$ci organizméw wiazacych azot atmosferyczny.
< 100 Udalo sie to w przypadku bakterii mocznikowych i amoni-
@ fikacyjnych. Jedynie bakterie denitryfikacyjne i w mniej-
0 0 "1 "3 "8 "9 "12 "17 " szym zakresie bakterie mocznikowe osiagnety liczebno$¢
Czas bioremediagji, tyg. populacji wigksza niz w prébce kontrolnej. Przyczyna in-
Rys. 14. Liczebnosc¢ bakterii nitryfikacyjnych | fazy tensywnego rozwoju bakterii denitryfikacyjnych byto pra-
Fig. 14. Number of nitrifying bacteria (phase !) wdopodobnie zjawisko wyczerpywania zasobéw tlenu
3000 w powietrzu glebowym.
(=]
3
& 25001 . 1 Aktywno$¢ enzymatyczna mikroorganizmdéw
= £ M A glebowych
& 20004 £ n Hl - . L .
= 35 - H Dane o aktywnoS$ci enzymOw sa czesto wazniejsze niz
51500_ %EQ§ okreslenie ogélnej liczby mikroorganizméw zasiedlaja-
;, a cych oczyszczang glebe, co potwierdzaja wyniki badar nad
< 1000 aktywnoS$cia katalazowa, dehydrogenazowa, fosfatazowa,
© amylazowa czy celulozowa gleby [4,6]. Aktywnos¢ enzy-
'é 500.”1'” I—Lﬂ matyczna uwazana jest za najbardziej istotny wskaZnik
s biologicznej aktywnosci mikroflory glebowej, ktérego po-
0 -y ™ T T T znanie moze daé¢ obiektywny obraz proceséw zachodza-
0 1 3 6 9 12 17 22

. - cych w glebie. Dlatego tez w badaniach nad enzymami
Czas bioremediacii, tyg. les kac hani . Kui h dukt
Rys. 15. Liczebnos¢ bakterii nitryfikacyjnych Il fazy nalezy szukac mechanizmow warunkujacych produktyw-
Fig. 15. Number of nitrifying bacteria (phase I1) nos¢ ekosystemu [18].
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Badania zwigzane z biologicznym oczyszczaniem gleby
wptynely istotnie na przebieg proceséw mikrobiologicznych
w glebie. Obok zmian w sktadzie iloSciowym i jako$ciowym
mikroorganizméw zanotowano takze zwigkszenie ich akty wnosci
enzymatycznej. Wykazano wyraZzna stymulacje aktywnoS$ci
katalazowej (rys. 17) mikroorganizméw w glebie zaszczepio-
nej bakteriami z rodzajow Pseudomonas i Acinetobacter (K3
i K29). Wieksza aktywnoscia charakteryzowaty si¢ mikro-
organizmy glebowe w lizymetrach z inokulantem K3, nato-
miast nieco mniejsza aktywno$¢ katalazowa odnotowano
w przypadku stosowania inokulantu K29, gdzie wyraZny jej
wzrost zaobserwowano dopiero w ostatniej fazie badari.
Ksztaltowanie si¢ aktywnodci katalazowej mikroorganizmdéw
glebowych w lizymetrach z mikroflora autochtoniczna (BIO-1)
byto dobrym odzwierciedleniem intensywnos$ci procesu bio-
remediacji gleby. Zaobserwowano proces adaptacji mikroflo-
ry do nowego substratu pokarmowego, w ktérym aktywnos¢
katalazowa mikroorganizméw glebowych ksztaltowata sig
podobnie jak w prébce kontrolnej. Dopiero w ostatniej fazie
bioremediacji gleby aktywnos$¢ tych enzyméw zwickszyla sie
do wartosci analogicznych jak w lizymetrach inokulowanych
bakteriami. Wydaje sig, ze stuszna jest sugestia, ze aktywno$¢
katalazowa nalezy do najbardziej charakterystycznych
wskaznikéw aktywnosci biologicznej mikroorganizméw gle-
bowych [6].
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Czas bioremediacji, tyg.
Rys. 17. Aktywnosc katalazowa mikroorganizméw glebowych

Fig. 17. Catalase activity of soil
Ksztaltowanie si¢ aktywno$ci dehydrogenazowej mikro-
organizméw w przypadku gleby zanieczyszczonej olejem na-
pedowym bylto zréznicowane i zalezato przede wszystkim od
sposobu, w jaki prowadzono jej remediacje (rys. 18). Szcze-
gblnie duza aktywno$é dehydrogenazowa stwierdzono
w przypadku gleby z lizymetréw, ktére inokulowano szcze-
pem Pseudomonas putida (K3). Podobnie jak w przypadku
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Rys. 18. Aktywnosc¢ dehydrogenazowa mikroorganizméw glebowych
Fig. 18. Dehydrogenase activity of soil

aktywnodci katalazowej, maksymalne warto$ci aktywnosci
dehydrogenazowej mikroorganizméw glebowych w poszcze-
g6lnych lizymetrach uzyskano w czasie, gdy proces degradacji
zachodzil tam najintensywniej. Ksztaltowanie si¢ aktywnosci
dehydrogenazowej oznaczono takze w przekroju pionowym
gleby (rys. 19). Wykazano, ze procesy mikrobiologiczne za-
chodzily w glebie przede wszystkim w jej warstwie powie-
rzchniowej do glebokosci 20 cm.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zanieczyszczenie
gleby olejem napgdowym nie mialo zasadniczego wptywu na
aktywno$¢ ureazowa jej mikroorganizméw. Dodatkowe
wzbogacenie gleby w zwiazki azotu i fosforu spowodowato
stymulacj¢ aktywnosci ureazowej, natomiast wyraZnie wido-
czne bylo zmniejszenie tej aktywnoS$ci na réznych gleboko-
$ciach gleby (rys. 20-21).
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Rys. 19. Aaktywnos¢ dehydrogenazowa na réznych poziomach
w glebie (9 tydziert)
Fig. 19. Dehydrogenase activity at different soil levels (9th week)
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Rys. 20. Aktywnos$¢ ureazowa na réznych poziomach
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Fig. 20. Urease activity at different soil levels (9th week)
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Rys. 21. Aktywnosé ureazowa mikroorganizméw glebowych
Fig. 21. Urease activity of soil during bioremediation
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Dyskusja i podsumowanie

Ocena przydatnosci biopreparatéw stuzacych do wspoma-
gania procesu bioremediacji gleby zanieczyszczonej produ-
ktami naftowymi okazata si¢ trudna. Nalezy stwierdzié, ze
przy zachowaniu tych samych warunkéw poczatkowych,
w przypadku obu grup inokulantéw skuteczno$¢ bioaugmen-
tacji byta zblizona. Warunki poczatkowe to wiasciwe przygo-
towanie i dobdr inokulantéw zawierajacych mikroorganizmy
obce. Mikroorganizmy obce uzyte w badaniach byty tak samo
aktywne jak autochtoniczne oraz nie wykazywaly w stosunku
do nich antagonizmu. Biorac pod uwagg krétszy czas biore-
mediacji gleby nalezy stwierdzi¢, ze bardziej efektywne oka-
zaly si¢ szczepy obce. Po 9 tygodniach procesu bioremediacji
zawartos¢ produktéw naftowych w glebie z mikroflora auto-
chtoniczna zmniejszyta sie¢ z poczatkowych 10% do 2,8%,
podczas gdy w kolumnie inokulowanej szczepem Pseudomo-
nas putida wynosita 1,2%, a szczepem Acinetobacter lwoffi —
1,8% Uzyskana w tym czasie skuteczno$¢ oczyszczania gleby
nie byla jednak zadowalajaca.

Przedluzenie czasu oczyszczania gleby spowodowato wy-
réwnanie skuteczno$ci bioremediacji we wszystkich kolu-
mnach lizymetrycznych, niezaleznie od sposobu inokulacji.
Wykazano, Ze proces biodegradacji przebiegal co najmniej
w dwoch fazach. Pierwsza z nich to bardzo szybki i skuteczny
rozktiad tatwo biodegradowalnych sktadnikéw oleju napedo-
wego, natomiast faza druga to wolniejszy rozkiad zwigzkéw
trudno biodegradowalnych. Bioremediacja prowadzona
w oparciu o inokulanty sporzadzone na bazie mikroflory na-
turalnej gleby charakteryzowata si¢ jednak wolniejszym prze-
biegiem pierwszej fazy (do 17 tygodnia procesu). Z tego
wzgledu zaproponowano nowe podejscie do analizowanego
problemu, polegajace na ponownej inokulacji gleby poprze-
dzajacej druga faze¢ bioremediacji. Do tego celu dobrano ba-
kterie o innych cechach niz wykorzystane w pierwszej fazie.
Charakteryzowaly sie one zdolnoscia do rozktadu zwiazkéw
aromatycznych i izoprenoidéw. Dzigki ponownej inokulacji
gleby zwigkszono szybkos¢ i skutecznosé drugiej fazy bioreme-
diacji. Ubytek weglowodoréw po 22 tygodniach bioremediacji
byt zblizony we wszystkich lizymetrach i wynosit ponad 99%.

Analiza wskaZnikéw mikrobiologicznych gruntu niezwy-
kle utatwila ocene przydatnosci badanych biopreparatéw.
Wazne wnioski wynikaty z obserwacji w toku procesu biore-
mediacji rozwoju w glebie mikroorganizméw reprezentuja-
cych wybrane grupy fizjologiczne. Produkty naftowe spowo-
dowaly wyraZne zmiany w skladzie ilosciowym i jakos$cio-
wym mikroorganizmdéw glebowych. Wykazano stymulacje
wzrostu wigkszo$ci z nich. Zwiekszyla sig takze aktywnoscé
enzymatyczna mikroorganizméw glebowych zwiazana z roz-
ktadem duzej ilo$ci substancji organicznych. Wyjatek stano-
wily promieniowce oraz bakterie wiazace wolny azot i nitry-
fikatory, ktdrych liczebnos$¢ ulegta znacznemu zmniejszeniu
w poréwnaniu do prébki kontrolnej. Pomimo eliminacji pro-
duktéw naftowych z gleby do ilosci §ladowych, nie byto
mozliwe przywrécenie naturalnego sktadu iloSciowego i ja-
kosciowego tych mikroorganizméw w oczyszczonej glebie.
Oznacza to, ze przywrécenie réwnowagi biologicznej na te-
renach zanieczyszczonych produktami naftowymi nie odby-
wa si¢ rownoczesnie z eliminacja tych zanieczyszczen. Po
zakoriczeniu bioremediacji konieczne jest zastosowanie §rod-
kéw majacych na celu pobudzenie do wzrostu mikroorgani-
zmow, ktére zostaly wyeliminowane z gleby na skutek toksy-
cznego oddziatywania produktéw naftowych.

Na podstawie analizy ksztattowania si¢ liczebno$ci bakterii
w glebie z poszczegdlnych lizymetréw mozna sadzié, ze
stosunkowo najmniejsze zmiany w strukturze iloSciowe;j i ja-
ko$ciowej mikroorganizméw spowodowato wprowadzenie
inokulantu sporzadzonego na bazie mikroflory autochtonicz-
nej zanieczyszczonej gleby. Dlatego tez tego typu inokulanty
nalezy uznac za bardziej przydatne do bioaugmentacji.

Potwierdzono stuszno$¢ tezy, ze nie tylko szybkos¢ biode-
gradacji zanieczyszczen, ale takze wlasciwe zarzadzanie pro-
cesem oczyszczania gleby ma istotny wpltyw na mozliwosé
przywrdcenia réwnowagi biologicznej w skazonych ekosy-
stemach [16,18].

Whioski

¢ Proces biodegradacji oleju napedowego przebiega dwu-
fazowo. W pierwszej fazie degradowane sa zwiazki podatne
na rozktad mikrobiologiczny (gtéwnie weglowodory parafi-
nowe), natomiast druga faza przebiegata wolno, ze wzgledu
na mata podatno$¢ zwiazkéw aromatycznych i alicyklicznych
na biodegradacj¢. W procesie bioremediacji gleby przyspie-
szenie drugiej fazy biodegradacji i osiagnigcie skutecznej
eliminacji zanieczyszczefi umozliwia powtdrna inokulacja
gleby bakteriami zdolnymi do wykorzystania trudno biode-
gradowalnych skiadnikéw oleju napgdowego.

+ Dob6r inokulantéw do bioremediacji gleby zanieczysz-
czonej produktami naftowymi powinien uwzgledniaé naste-
pujace elementy:

— interakcje zachodzace migdzy mikroflora naturalnie za-
siedlajaca zanieczyszczona glebe a szczepami wprowadzany-
mi w charakterze inokulantéw,

— przynalezno$¢ taksonomiczng i wiasciwosci szczepow
patogennych,

— skuteczno$é rozkiadu produktéw naftowych,

— wilasciwosci toksyczne, mutagenne i rakotwdrcze produ-
ktéw mikrobiologicznego rozkladu weglowodoréw naftowych.

¢ Badania polowe wykazaly, Ze najlepsza skuteczno$é
oczyszczania gleby z produktéw naftowych daje proces bio-
remediacji prowadzony przy wykorzystaniu inokulantéw
otrzymanych na bazie mikroflory naturalnej gleby, zapewnia-
jac skuteczne usunigcie zanieczyszczeni oraz szybsze przy-
wrdcenie réwnowagi ekologicznej na skazonym terenie.
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Kotwzan, B. Assessment and Choice of Inoculants for the
Bioremediation of Soil Contaminated with Petroleum Pro-
ducts. Ochrona Srodowiska 2008, Vol. 30, No. 4, pp. 3-14.
Abstract: The paper addresses the problem of selecting
inoculants in order to aid the bioremediation of soil that has been
contaminated with petroleum products being components of
diesel oil spills. Bacterial preparations based on indigenous
microflora (BIO-1) and preparations obtained from our own
culture, containing active foreign strains of Pseudomonas putida
(K3), Acinetobacter Iwoffi (K29) and Rhodococcus erythropolis
(K45), were tested for activity. The tests were conducted in
lysimeters by the in situ method. The initial content of diesel oil
in the soil amounted to 10%. The results have demonstrated that
the use of active strains of the species Acinetobacter lwoffi and
Pseudomonas putida accelerated only the degradation of easily
biodegradable diesel oil components at the first stage of the
bioremediation process. It took a long time to adapt those
biopreparations to the biodegradation of the other compounds,
and in this way it was possible to equalize the overall time of
biodegradation for the petroleum products, irrespective of the
type of the inoculant used. The second stage of bioremediation
proceeded at a slow rate, which is attributable to the poor
biodegradability of aromatic and alicyclic compounds. It has
been found that the bioremediation process can be accelerated,
and that the efficiency of pollutant removal can be enhanced by
re-inoculating the soil with Rhodococcus erythropolis, which
has the capacity forutilizing petroleum products that are difficult

to biodegrade. When the soil was inoculated with Acinetobacter
Iwoffi, the content of petroleumn products was reduced to
114.1 mg/kg (about 0.01%); upon inoculation of the soil with
indigenous microflora, the content of petroleum products
decreased to 409 mg/kg (about 0.04%). The best results were
obtained, however, when the soil inoculated with Pseudomonas
putida was made subject to re-inoculation; the final content of
petroleum products then totalled 31.4 mg/kg (approx. 0.003%).
Observations made in the course of the remediation procedure
have revealed that the growth of the majority of the soil micro-
organisms (which represent the physiological groups chosen)
was stimulated. Enhancement was also observed in the enzymatic
activity of the soil microorganisms with respect to the biodegrada-
tion of a large quantity of organic substances. Exceptions were
actinomycetes, free nitrogen fixing bacteria and nitrifying bacteria,
whose numbers were reduced substantially as compared to the
control. Analysis of the variations observed in the bacterial counts
in particular lysimeters suggests that the introduction of the inocu-
lant prepared on the basis of the indigenous microflora of the
contaminated soil brought about the least substantial changes in the
quantitative and qualitative structure of the bacterial population.
For that reason inoculants of this type should be regarded as suitable
for bioaugmentation, since their application can restore the ecolo-
gical equilibrium in the contaminated soil.

Keywords: Petroleum products, soil, bioremediation, inocu-
lant, Pseudomonas putida, Acinetobacter Iwoffi, Rhodococcus
erythropolis.



