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BIODEGRADACJA ROPY NAFTOWEJ Z OTWORU
RADOSZYN-1 PRZEZ MIKROORGANIZMY GLEBOWE

Bakterie glebowe wykazaty sekwencyjno$¢ biodegradacji sktadnikow molekularnych ropy
naftowej z otworu Radoszyn-1, zachodzacej w wodnej emulsji. Najwyzsza podatno$¢ na
biodegradacj¢ wykazuja weglowodory prostotancuchowe oraz jednopierscieniowe alicykliczne
i aromatyczne zawierajace podstawnik prostotancuchowy. Wzrost liczby atomow wegli w tancuchu
weglowodorowym prostym oraz wystapienie w nim rozgalezien tancucha zmniejsza podatnosé
sktadnika molekularnego na biodegradacje. Wsrod policyklicznych weglowodoréw aromatycznych
oraz polimetyloaromatycznych wzrost podatnosci na biodegradacj¢ wiaze si¢ ze zmniejszaniem
liczby podstawnikow metylowych oraz liczby pierscieni aromatycznych. Wielopier§cieniowe
weglowodory alicykliczne (terpeny) w warunkach do$wiadczenia wykazaly brak podatnosci na
biodegradacje.

1. WSTEP

Unieszkodliwianie zanieczyszczenia $srodowiska przyrodniczego ropa naftowa,
bedacg mieszaning wielu zwigzkow chemicznych, z ktorych wigkszo§¢ wykazuje
niepozadane dzialanie na funkcjonowanie gleby oraz toksyczne dziatanie na
organizmy zywe, stanowi wazny problem w ochronie $§rodowiska. Szczegodlnie
niebezpiecznymi jej sktadnikami sg zwigzki aromatyczne i wielopierScieniowe
weglowodory aromatyczne (np. o dziataniu kancerogennym: benzen, benzo(a)piren)
oraz niektore metabolity ich rozktadu przez mikroorganizmy. Istotnym czynnikiem
skutecznego usuwania zanieczyszczenia ropa naftowag jest skrocenie czasu jej
zalegania w $rodowisku, na ktory maja wplyw zjawiska o charakterze fizyczno-
chemicznym jak i biologicznym. Kierunki chemicznych i mikrobiologicznych
przeksztatcen sktadnikow ropy naftowej w srodowisku gruntowo-wodnym sa
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uwarunkowane przebiegiem proceséw odparowania, utleniania, rozpuszczania
w wodach gruntowych i powierzchniowych, emulsyfikacji, dyspersji, sedymentacji
czy adsorpcji. Ponadto zalezg od stezenia i chemicznej budowy weglowodorow,
temperatury, dost¢pnosci tlenu, stezenia biogennych zwiazkoéw azotu i fosforu, ilosci
i jakosci drobnoustrojow. W tych procesach najwazniejszym elementem skutecznosci
eliminacji  zanieczyszczenia $rodowiska przyrodniczego ropa naftowa jest
biodegradacja. Efektywnos$¢ biodegradacji jest zwigzana, m. in., z dostepnoscig dla
mikroorganizméw skladnikow ropy naftowej oraz ich natury chemicznej, gdyz
podatnos¢ na biodegradacje tych sktadnikow jest zréznicowana i uzalezniona, miedzy
innymi, od dlugo$¢ tancucha weglowodorowego oraz wystgpowania w nim
rozgatezien badz grup funkcyjnych, czy liczby pierScieni alicyklicznych lub
aromatycznych w zwigzkach wielopierscieniowych.

Praca niniejsze prezentuje wyniki badan kolejnosci biorozktadu sktadnikow
molekularnych krajowej ropy naftowej z otworu Radoszyn-1 przez mikroorganizmy
glebowe w warunkach wodnej emulsji ropy naftowej.

2. MATERIAL I METODYKA BADAN

Ropa naftowa do badan pochodzi z utworéw dolomitu gltéwnego otworu
Radoszyn-1 k. Swiebodzina. Do biodegradacji stuzyly naturalnie wyselekcjonowane
autochtoniczne bakterie zachowane w powierzchniowej glebie gliniastej z rejonu
Nowego Kisielina, zanieczyszczonego w latach 70-tych ubiegtego stulecia ropa
naftowg. Wycigg wodny z badanej glebowy w ilosci 1 litra, otrzymany zgodnie
z normg DIN 38414, wzbogacono w sktadniki biogenne (KH,PO, - 1,56 g, Na,HPO, -
2,13 g, (NH,),SO,4 - 0,5 g, MgSO,4-x 7H,0O - 0,2 g, CaCl, x 2H,0 - 0,02 g), rope
naftowa (1%mas.) oraz Tween 80 (500 mg). W tak przygotowanej hodowli liczebno$é
bakterii degradujacych weglowodory, oznaczona metoda najbardziej prawdopodobnej
liczby (NPL), wynosita 110*10°> komérek w 1 mL. Hodowlg podzielona na trzy rowne
prébki inkubowano w temperaturze 20+2 °C odpowiednio przez 7, 14 i 21 dni.

Hodowle po inkubacji ekstrahowano n-heksanem i po zat¢zeniu rozpuszczalnika
do objetosci 1 mL analizowano sktadniki wegglowodorowe przy uzyciu chromatografii
gazowej sprzezonej z spektrometria mas. Rozdzialu weglowodorow dokonano przy
uzyciu chromatografu HP 5890 uzywajac kolumny kapilarnej HP-5 ($rednica
wewnetrzna 0.32 mm, grubos$¢ filmu fazy aktywnej 0.25 um, ogrzewana od 25 do
290°C z narostem temperatury 3 °C/min i czasie przytrzymania w koncowej
temperaturze przez 30 min) o dlugosci 30 m. Detekcje rozdzielanych sktadnikow
prowadzono przy uzyciu quadrupola masowego 5971A pracujacego przy energii
jonizacji 70 eV, a sktad poszczegolnych grup zwiazkéw okre§lono na podstawie
ekstrakcji selektywnych jonéw m/z z catkowitego chromatogramu masowego TIC.
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3. OMOWIENIE WYNIKOW

Przebieg biodegradacji ropy
naftowej Radoszyn-1 przez
bakterie glebowe oceniono na
podstawie jako$ciowo-ilosciowych
zmian  skltadu  molekularnego
analizowanych grup zwiazkow.
Dominujaca  grupa  zwiazkow
w analizowanej ropie naftowej
stanowity homologi Cy — Css N-
alkanéw z dominacja homologu
Ci2. Rys. 1 ilustruje zmiany w
sktadzie molekularnym n-
i izoalkanbw po  biodegradacji
odpowiednio przez okres 7, 14
121 dni. Juz po upltywie 7 dni
zbiodegradowana zostata gldwna
ilo§¢ n-alkanéw z preferencja
sktadnikow  niskomolekularnych.
Izoalkany tj. pristan (Pr) i fitan

(Ph) po tym czasie =zostaly
naruszone tylko w niewielkim
stopniu i s3 dominujgcymi
sktadnikami  pozostatej  czesci
analizowanej grupy zwigzkow.
Zarysowany  kierunek  zmian
poglebia sie¢ po 14 dniach

biodegradacji, ktéra spowodowala
znaczne  usuni¢gcie  n-alkanow
sredniomolekularnych Cy4 — Cy
oraz zaznaczyta poczatek szybszej
biodegradacji Pr od Ph. Po uptywie
21 dni biodegradacji praktycznie
zanikty $redniomolekularne
homologi n-alkandw oraz, przy ich
braku, znaczaco poglebita sie
biodegradacja izoalkandw Pr i Ph.
n-Alkany wysokomolekularne
(homologi powyzej Cjs) ulegaja
utrudnionej biodegradaciji.
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Rys. 1. Zmiany sktadu n- i izoalkanéw w procesie

biodegradacji ropy naftowej Radoszyn-1.

Legenda: ‘x’ przy Cy opisuje ilo$¢ wegli w tahcuchu
n-alkanu, NFa — norfarnezan, Fa — farnezan, NPr —

norpristan, Pr — pristan, Ph — fitan.
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Ocena  ilosciowa  postepu
biodegradacji n-alkanéw wskazuje,
ze po uptywie kolejno 7, 14 i 21
dni zbiodegradowanych zostato 85,
93 1 97% ich poczatkowej masy.

Podobnie jak dla n-alkandw,
szybki  przebieg biodegradacji
obserwowano dla, n-alkilo-

cykloheksanow, ktorych zawarto$c
w ropie naftowej jest niewielka. Po
7 dniach procesu pozostaty tylko
slady ich wysokomolekularnych
homologow, a po 14 dniach
biodegradacji nastgpil catkowity
zanik (ilustracji nie zamieszczono
w tekscie).

Przebieg  biodegradacji  n-
i izoalkilobenzendéw  zilustrowano
odpowiednimi  chromatogramami
masowymi na rys. 2. Ich dystry-
bucja w wyjsciowej ropie naftowej
charakteryzuje si¢  dominacja
sktadnikéw nizej molekularnych
i podwyzszong koncentracja
homo-logu C,; w odniesieniu do
najblizszych odpowiednikow Cyq
i C». Omawiany chromatogram
masowy zawiera takze pik jonu
fragmentacyjnego dibenzotiofenu
(DBT) oraz skladnik zawierajacy
podstawnik izoprenoidowy tj.
fitanylobenzen (i-C). Szybkie
zbiodegradowanie  tej  grupy
zwiazkdw nastgpito juz po 7
dniach procesu. Oporniejszymi
sktadnikami na  biodegradacje
okazaty si¢ nieparzystoweglowe
homologi Cy9 i C, oraz fita-
nylobenzen, co jest zgodne
z obserwacjami dla izoalkanow.
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Rys. 2. Zmiany sktadu n- i izoalkilobenzen6éw w procesie

biodegradacji ropy naftowej Radoszyn-1.

Legenda: indeks ‘x’ przy Cy opisuje catkowitg ilo§é

wegli w alkilobenzenie, DBT — dibenzotiofen.



Podatno$¢ na biodegradacje
wielopierscieniowych  zwigzkow
aromatycznych oraz ich poli-

metylopochodnych przedstawiono,
na przyktadzie naftalenu oraz

metylo-  (M-N-y),  dimetylo-
i trimetylonaftalenow, rys. 3.
Rownolegle z efektywna
biodegradacja n-alkanéw oraz n-
alkilocykloheksanow i n-alkilo-
benzenéw  przebiegata szybka

degradacja niepodstawionego
grupa metylowg naftalenu, ktérego
calkowity zanik nastgpit po
7 dniach procesu. W tym czasie
zbiodegradowane znaczaco zostaly
M-N-ny, sposrod ktorych
biodegradacja 2M-N przebiegata
szybciej od 1M-N. Zanik M-N-6w
nastapit dopiero po uptywie 21 dni
procesu.  Pochodne  naftalenu
podstawione wigksza iloscig grup
metylowych tj di- oraz szczegolnie
trimetylonaftaleny ulegly w tym

czasie biodegradacji w bardzo
niewielkim stopniu.

Trojpierscieniowe  odpowiedniKki
powyzszych zwigzkéw jak DBT
(rys. 2) oraz fenantren i ich

polimetylopochodne byly jeszcze
bardziej oporne na rozklad
Z udzialem bakterii od odpo-
wiednikow naftalenowych.
Czgsciowa biodegradacja DBT
oraz fenantrenu (w  tek$cie
ilustracji  chromatograméw nie
zamieszczono) nastgpita dopiero
po 14 dniu procesu, przy niena-
ruszonych lub naruszonych
w bardzo niewielkim stopniu ich
polimetylopochodnych.
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Rys. 3. Zmiany sktadu naftalenu (N), metylo- (M-N),
dimetylo- i trimetylonaftalenéw w procesie biodegradacji
ropy naftowej Radoszyn-1.
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Przeprowadzone badania nie wykazaly przebiegu biodegradacji dwucyklicznych
seskwiterpendow oraz pigciocyklicznych triterpenéw wystepujacych w ropie naftowej
Radoszyn-1.

4. PODSUMOWANIE

Badania biodegradacji ropy naftowej z otworu Radoszyn-1 z przy uzyciu bakterii
glebowych potwierdzity, opisang dla innych rop naftowych [1-3], sekwencyjno$é
rozkladu jej sktadnikow. Stwierdzona podatno$¢ weglowodorow na biodegradacje
maleje w kierunku: n-alkany > n-alkilocykloheksany + n-alkilobenzeny > izoalkany +
izoalkilobenzeny > rdzeniowe weglowodory aromatyczne + rdzeniowe weglowodory
aromatyczne zawierajqce siarke > rdzeniowe weglowodory aromatyczne podstawione
grupami metylowymi (alkilowymi) > wielopierscieniowe weglowodory alicykliczne
(dwucykliczne seskwiterpeny i pieciocykliczne triterpeny). W obrebie danej grupy
zwigzkow biodegradacja jest bardziej efektywna dla sktadnikow nizejczasteczkowych
oraz wsrod polimetylopochodnych weglowodorow aromatycznych zawierajacych
mniejsza liczbe pierscieni aromatycznych i podstawnikow metylowych (alkilowych).
Uzyskane wyniki sg uzyteczne w rozwigzywaniu problemoéw zanieczyszczenia
srodowiska przyrodniczego ropa naftowa.
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BIODEGRADATION OF PETROLEUM FROM RADOSZYN-1 BOREHOLE BY SOIL
MICROORGANIZMS

The stepwise biodegradation of petroleum from Radoszyn-1 borehole using naturally selected
bacteria isolated from soil, which was contaminated with petroleum 30 years ago, revealed order of
susceptibility of various biomarker classes to the process in water emulsion. Highly susceptible are
chained hydrocarbons: n-alkanes, n-alkylcyclohexanes and n-alkylbenzenes. Their low molecular-weight
constituents are more susceptible than their high molecular-weight homologs. Isoprenoids are more
resistant to biodegradation while dicyclic sesquiterpanes and pentacyclic triterpanes revealed no evidence
of biodegradation in performed process. Among polyalkyl aromatic compounds susceptibility to
biodegradation increases with decreasing number of aromatic rings and alkyl substituents.
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