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Zanieczyszczenie gleb i wod podziemnych weglowodorami aromatycznymi i heterocyklicznymi
na terenach dawnych gazowni jest powaznym problemem $rodowiskowym i technicznym. W pracy
przeanalizowano wptyw ramnolipidow, produkowanych przez Pseudomonas sp. PS-17 na stymulacje
procesu biodegradacji smoly pogazowej. Proces przeprowadzono wykorzystujac szczepy
wyizolowane z gleby skazonej produktami naftowymi. Badania wykazaty, ze smota pogazowa
stanowi substrat mato podatny na biodegradacje. Wprowadzenie ramnolipidéw zwigkszyto
biodostgpnos¢ sktadnikéw smoty i umozliwilo inicjacj¢ procesu biodegradacji. Stwierdzono, ze
efektywno$¢ stymulacji zalezata od stezenia surfaktantu; najlepsze efekty uzyskano stosujgc stezenie
wynoszgce 125 mg ramnolipidu na litr podtoza hodowlanego.

1. WSTEP

Otrzymywanie gazu z wegla w procesie suchej destylacji nalezalo do
przedsiewzig¢ bardzo ucigzliwych dla srodowiska ze wzgledu na rozprzestrzenianie
si¢ w Srodowisku zwigzkow organicznych, w tym weglowodoréw aromatycznych,
zwlaszcza WWA (wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne) i zwigzkow lotnych
- BTEX (benzen, toluen, etylobenzen, ksyleny) oraz fenolu [1-4]. Zwiazki te
charakteryzuja si¢ wysoka toksyczno$cia, trwatoscia i zdolnoscia do bioakumulacji
[5-8]. W $rodowisku ulegaja powolnym przemianom fizycznym, chemicznym
i biologicznym. Ze wzgledu na wystepujace zagrozenia istniala koniecznos¢
opracowania metod ich eliminacji z zanieczyszczonych wod i gruntéw. Duze nadzieje
wigze si¢ z wykorzystaniem do tego celu metod biologicznych. Procesy
biodegradacyjne sa coraz czgsciej wykorzystywane w technologiach usuwania
roznorodnych zanieczyszczen S$rodowiska. Opieraja si¢ one na naturalnych
mechanizmach degradacji zwigzkéw organicznych przez mikroorganizmy zdolne do
wykorzystywania weglowodorow w charakterze zrodta wegla i energii [9-17].
Wiasciwy przebieg bioremediacji zachodzi w przypadkach, gdy weglowodory sa

93



przeksztatlcane w substancje bezpieczne - nietoksyczne, najkorzystniej w zwiazki, CO,
i H,0 [18].

Mikrobiologiczne metody oczyszczania skazonych wod 1 gruntow sa ograniczone
niska rozpuszczalno$cig weglowodorow, ktora moze redukowac ich biodostepnos¢ dla
mikroorganizméw przeprowadzajacych proces biodegradacji [15-18]. W procesach
bioremediacji warstwy wodonosnej zanieczyszczonej zwigzkami WWA podstawowa
trudno$¢ stanowi takze przemieszczanie i migracja bakterii. Maja one, bowiem
tendencje do adsorpcji na czgstkach fazy statej warstwy wodono$nej. Biosurfaktant ze
wzgledu swoje wlasciwos$ci powierzchniowo-czynne zmniejsza przyczepnos¢ bakterii
do ziaren fazy statej oraz zwigksza rozpuszczalno$¢ weglowodordw przyczyniajac sie
do wzrostu ich biodostepnosci dla mikroorganizmow.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu ramnolipidow
otrzymanych w hodowli mikroorganizméw Pseudomonas sp. PS-17 na stymulacje
procesu biodegradacji weglowodorow smoty pogazowej pobranej z instalacji
oczyszczania wod podziemnych na terenie bytej gazowni.

2. MATERIALY I METODY

Material do badan stanowity:
Smota pogazowa - pobrana z powierzchni wod podziemnych skazonych odpadami
pogazowniczymi na terenie starej zamknietej gazowni, uzyskujacej gaz w oparciu
0 proces suchej destylacji wegla.
Ramnolipidy — biosurfaktanty wyekstrahowane z hodowli Pseudomonas P-17.
Mikroorganizmy - proces biodegradacji prowadzono za pomocg mieszanej kultury
trzech szczepow bakterii pochodzacych z kolekcji Zaktadu Biologii i Ekologii PWr:
Acinetobacter calcoaceticus H29, Rhodococcus erythropolis H45 i Brevibacterium
brevis B1. Bakterie wyizolowano z gleby skazonej produktami naftowymi.

Izolacja i otrzymywanie biosurfaktantow
Do hodowli i produkcji biosurfaktantow zastosowano szczep bakterii z rodzaju
Pseudomonas - PS17. Bakterie hodowano na podtozu mineralnym o pH=7,0, Zzrédto
wegla stanowit glicerol w ilosci 30 g/dm?® [19]. Hodowla prowadzona byta w kolbach
0 poj. 250 cm®, zawierajacych 50 cm® podtoza. Inkubacja hodowli, umieszczonej na
wytrzgsarce rotacyjnej (140 rpm), trwala 96-144 godzin w temp. 30°C. Po
zakonczeniu hodowli komoérki oddzielano poprzez wirowanie. Supernatant
zakwaszano wodnym roztworem HCI do pH=2,0 i ekstrahowano octanem etylu.
Rozpuszczalnik odparowywano, a pozostaty osad rozdzielano metodg chromatografii
cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym (Silica gel No. 5745. E. Merck AG.
Darmstadt. Germany) uzywajac mieszaniny chloroformu, metanolu, acetonu i kwasu
octowego w stosunku 90:10:6:1 (v/v).
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Analiza smoty pogazowej i produktow biodegradacji
Sktad jakosciowy smoly pogazowej analizowano przy uzyciu GC/MS. Analize
wykonano na aparacie Hewlett-Packard ser.ll GC 5890, MS 5971, wyposazonym
w kolumng¢ kapilarng, w warunkach programowania temperatury w zakresie 40—
250°C. Zarejestrowano chromatogramy: TIC i wybranych jondéw fragmentacyjnych.
Smole pogazowa i ekstrakty uzyskane w procesie biodegradacji analizowano poprzez
oznaczenie skladu grupowego na kolumience wypekionej zelem krzemionkowym.
Okreslono zawartosci  frakcji  weglowodorow  alifatycznych, weglowodorow
aromatycznych 1 zwigzkéw polarnych. Ponadto, w prébce smoty pogazowej
oznaczono zawartos$¢ asfaltenéw. Z uwagi na stosunkowo matg zawartos¢ asfaltenow
w wyj$ciowej probee, nie oznaczano ich w produktach pobiodegradacyjnych.

Ocena postepu biodegradacji
Hodowle mikroorganizméw prowadzono w kolbach Erlenmayera o poj.100 cm?
zawierajacych 30 cm® podtoza mineralnego Siskinej-Trocenko (KH,PO, - 1,56g,
Na,HPO, - 2,13g, (NH,),SO, - 0,59, MgSQ,-x 7H,0 - 0,2g, CaCl, x 2H,0 - 0,02g,
woda redest. 1000 cm®, mikroelementy) oraz smole w stezeniu 0,1% mas.
W hodowlach stymulowanych surfaktantem st¢zenie ramnolipidu wynosito od 15,6 do
500 mg/dm?® hodowli. Mikroorganizmy wprowadzano do podtoza w postaci zawiesiny
w buforze fosforanowym. Hodowle inkubowano w temperaturze 20+2°C przez 14 dni
z wytrzasaniem 140 rpm. Po tym czasie ekstrahowano pozostatos¢ smoty z hodowli
i 0znaczano procent jej ubytku w procesie biodegradaciji.

3. OMOWIENIE WYNIKOW

Wyijéciowa smota pogazowa i uzyskane probki ekstraktow to niejednorodne
substancje, ktore pod wzglgdem chemicznym stanowig mieszaniny weglowodorow
alifatycznych i1 aromatycznych oraz zwiazkéw polarnych (zywice). W probkach
obecne sa rowniez zwiazki wyzej czasteczkowe - asfalteny. Ich zawarto$¢ w smole
wyjsciowej jest jednak stosunkowo mata (4,4% mas.).

Na podstawie analizy GC-MS probki smoty stwierdzono, ze jest ona mieszaning
zwigzkOw o zrdéznicowanej masie czgsteczkowej (w zakresie Cog—Cy;). Jako
dominujace indywidua chemiczne wystepuja weglowodory alifatyczne:

— n-alkany (najwigcej jest n-pentadekanu),

— n-alkeny (najwiecej jest n-tetradekenu),

— nienasycone weglowodory izoparafinowe.

W smole obecne sg weglowodory aromatyczne: n-alkilobenzeny oraz WWA
(najwigcej jest metylonaftalendw, kadalenu, fenantrenu, antracenu, fluorenu,
acenftenu, naftalenu, fluorantenu). Weglowodory aromatyczne wystepuja jako gtowny
sktadnik grupowy smoty pogazowej. Wsrod zwiazkéw hetrocyklicznych wykryto
przede wszystkim zwigzki zawierajace tlen: dibenzofuran i metylodibenzofuran.
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Z uwagi na obecno$¢ takich sktadnikow jak WWA i zwiazki heterocykliczne smota
pogazowa nalezy do mieszanin trudnobiodegradowalnych.

Ocena procesu biodegradacji tak skomplikowanej mieszaniny, zwlaszcza
W obecnosci surfaktantdw, musi uwzglednia¢ wiele czynnikow, ktore maja wptyw na
uzyskiwane wyniki analityczne.
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Rys. 1. Wptyw ramnolipidu na wydajno$¢ ekstrakcji smoty pogazowej

Analiza wydajnosci ekstrakcji smoly z hodowli przed wprowadzeniem bakterii
wykazata, ze obecnos$¢ surfaktantu ma istotny wpltyw na mas¢ ekstrahowanej smoty
(rys. 1.), dlatego tez wszystkie analizy ilosciowe uwzgledniaja kontrole prowadzong
dla kazdego stezenia surfaktantu bez dodatku bakterii.
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Rys. 2. Wptyw ramnolipidu na biodegradacj¢ smoty pogazowej

Bioragc pod uwagg ilo$¢ uzyskanych produktow biodegradacji (wyrazong catkowita
iloscig substancji organicznych — ekstrahowanych dichlorometanem) smota pogazowa
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okazata si¢ stabo podatna na rozktad mikrobiologiczny. Mimo, ze do biodegradacji
uzyto szczepow degradujacych weglowodory, bez dodatku surfaktantu nie uzyskano
rezultatow $wiadczacych o biologicznym rozkladzie smoty. Wprowadzenie
ramnolipidu spowodowato inicjacj¢ procesu biodegradacji, jednakze ubytek substratu
w obecnos$ci niskich stgzen ramnolipidu nie byt znaczacy. Potwierdzenie stymulacji
procesu biodegradacji uzyskano dopiero po wprowadzeniu do hodowli ramnolipidu
W stezeniu 125 mg/dm®. Ubytek smoly pogazowej wynosit w tym przypadku
27,7%mas po 14 dniowej inkubacji (rys. 2).

Analiza skfadu grupowego (rys.3.) wykazata, ze wudzial weglowodorow
alifatycznych i aromatycznych w produktach biodegradacji, w obecnosci optymalne;
ilosci biosurfaktantu, jest mniejszy niz w wyjsciowej probce smoty (odpowiednio
38,351 67,6%mas.).

‘I:Ismola wyjsciowa Esmota po biodegradaciji ‘

60
X 50
40
30
20 ]
i
0 ‘
weglowodory weglowodory frakcja zwigzkow
alifatyczne aromatyczne polarnych

Rys. 3. Sktad grupowy smoty przed i po biodegradacji w obecnosci biosurfaktantu

5. WNIOSKI

e Smola pogazowa nalezy do mieszanin stabo podatnych na rozktad
mikrobiologiczny.

e Ocena ilosciowa procesu biodegradacji tak skomplikowanej mieszaniny,
zwlaszcza w obecnosci surfaktantow, musi uwzglednia¢ ich wplyw na mase
ekstrahowanej smoty.

e  Wprowadzenie ramnolipidu spowodowato stymulacj¢ procesu biodegradacji
smoty pogazowej. Efektywnos$¢ procesu biodegradacji zalezala od stezenia
ramnolipidu.
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INFLUENCE OF RAMNOLIPIDE FROM PSEUDOMONAS PS-17 ON GASWORKS
BIODEGRADATION

Soil and water pollution by aromatic and heterocyclic hydrocarbons on the gas-works former area are
main environmental and technical problem. This report demonstrates the role of ramnolipides isolated
from Pseudomonas sp. PS-17 in biodegradation process of coal tar stimulation. Biodegradation of
aromatic and heterocyclic hydrocarbons were performed by bacterial species isolated from soil
contaminated by petroleum products. The study demonstrated low susceptibility of coal tar components
for biodegradation. Addition of ramnolipids to soil sample initiated of biodegradation process by
increasing bioavailability of heterocyclic and aromatic components of coal tar. It was observed that level
of biodegradation process stimulation depended on concentration of used surfactant. The best results of
bioremediation process stimulation were obtained for addition 125 mg of ramnolipid to 1 liter of
cultivation medium.
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