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Badania laboratoryjne wptywu dodatku y-PGA na efektywnos¢
biodegradacji weglowodorow ropopochodnych

Laboratory studies of the influence of the y-PGA additive on the efficiency
of biodegradation of petroleum hydrocarbons
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STRESZCZENIE: W artykule przedstawiono zagadnienia zwigzane z biodegradacja weglowodoréw ropopochodnych (TPH — suma
weglowodorow ropopochodnych, BTEX — weglowodory monoaromatyczne, WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne)
w glebie na drodze inokulacji biopreparatem opracowanym na bazie autochtonicznych szczepé6w bakteryjnych oraz mieszaninami bio-
preparatu z roztworem y-PGA. Badania biodegradacji prowadzono w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem zestawu Oxi-Top.
Materiat badawczy stanowita gleba pobrana z terenu dotu urobkowego charakteryzujaca si¢ wysokim stezeniem weglowodordéw ro-
popochodnych. W badaniach biodegradacji zastosowano cztery sposoby inokulacji: wariant A (biopreparat), wariant B (biopreparat
i roztwor y-PGA w stosunku objetosciowym 2 : 1), wariant C (biopreparat i roztwor y-PGA w stosunku objetosciowym 1 : 1) oraz wariant
D (biopreparat i roztwor y-PGA w stosunku objetosciowym 1 :2). Efektywnos¢ biodegradacji oceniono na podstawie przeprowadzonych
badan respirometrycznych oraz analiz chromatograficznych. Warto$ci aktywnosci mikrobiologicznej w probkach gleby inokulowa-
nych biopreparatem oraz roztworem y-PGA po 60 dniach testu wynosity 2040 mg O,/dm’ (wariant B), 3769 mg O,/dm* (wariant C)
i 5127 mg O,/dm® (wariant D), natomiast w probce inokulowanej samym biopreparatem (wariant A) oznaczono 1582 mg O,/dm’.
Wykonane analizy chromatograficzne wykazaty, ze stopien biodegradacji TPH po zakonczeniu testu wynosit 36,78%, podczas gdy dodanie
v-PGA do biopreparatu spowodowato obnizenie zawartosci TPH o 39,73% (wariant B), 42,37% (wariant C) oraz 44,34% (wariant D).
Stopien biodegradacji BTEX w glebach inokulowanych biopreparatem z dodatkiem y-PGA wynosit od 47,11% do 51,00%, natomiast
bez dodatku y-PGA 44,53%. Z kolei inokulacja gleby biopreparatem z dodatkiem y-PGA spowodowata obnizenie zawartosci WWA
w badanej glebie o 32,18% (wariant B), 37,40% (wariant C), 39,62% (wariant D), a samym biopreparatem — o 29,40% (wariant A).
Przeprowadzone badania laboratoryjne wykazaty, ze y-PGA wptywa korzystnie na efektywno$¢ procesu biodegradacji substancji ropo-
pochodnych takich jak weglowodory alifatyczne, wgglowodory monoaromatyczne oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.

Stowa kluczowe: biodegradacja, weglowodory ropopochodne, biopreparat, y-PGA.

ABSTRACT: The article presents issues related to the biodegradation of petroleum hydrocarbons (TPH — total petroleum hydrocarbons,
BTEX — monoaromatic hydrocarbons, PAH — polycyclic aromatic hydrocarbon) in soil by inoculation with a biopreparation based
on autochthonous bacterial strains and mixtures of biopreparation with y-PGA solution. The biodegradation tests were carried out in
laboratory conditions with the use of the Oxi-Top kit. The test material was soil collected from the mining pit, characterized by high
concentrations of petroleum hydrocarbons. In the biodegradation tests, four inoculation variants were applied: variant A (bioprepara-
tion), variant B (biopreparation and y-PGA solution in a 2:1 volume ratio), variant C (biopreparation and y-PGA solution ina 1:1
volume ratio) and variant D (biopreparation and y-PGA solution in a 1:2 volume ratio). The biodegradation efficiency was assessed
on the basis of respirometric tests and chromatographic analyzes. The values of microbial activity in soil samples inoculated with the
biopreparation and the y-PGA solution after 60 days of the test were 2,040 mg O,/dm’ (variant B), 3,769 mg O,/dm* (variant C) and
5,127 mg O,/dm’ (variant D), while in the sample inoculated with the biopreparation alone 1,582 mg O,/dm’ variant A. The chromato-
graphic analyzes carried out showed that the degree of TPH biodegradation after the end of the test was 36.78%, while the addition of
v-PGA to the biopreparation reduced the TPH content by 39.73% (variant B), 42.37% (variant C) and 44.34% (variant D). The degree
of BTEX biodegradation in soils inoculated with the biopreparation with the addition of y-PGA ranged from 47.11 to 51.00%, while in
the variant without the addition of y-PGA it was 44.53%. In turn, soil inoculation with the biopreparation with the addition of y-PGA
reduced the PAH content in the tested soil by 32.18% (variant B), 37.40% (variant C), 39.62% (variant D), and the biopreparation itself
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by 29.40% (variant A). Laboratory tests have shown that y-PGA positively affects the efficiency of biodegradation process of petroleum
substances such as aliphatic hydrocarbons, monoaromatic hydrocarbons and polycyclic aromatic hydrocarbons.

Key words: biodegradation, petroleum hydrocarbons, biopreparation, y-PGA.

Wprowadzenie

Srodowisko glebowe jest stale narazone na skazenie sub-
stancjami organicznymi, do ktérego najczesciej dochodzi
w wyniku punktowych rozlewéw lub wyciekdéw substan-
cji niebezpiecznych badz na skutek emisji zanieczyszczen
z takich zrodet jak: $rodki transportu, zaktady przemystowe,
sktadowiska odpadow przemystowych lub komunalnych. Do
najwazniejszych zanieczyszczen gleby zalicza si¢: weglowo-
dory alifatyczne, weglowodory aromatyczne (BTEX, WWA),
polichlorowane bifenyle (PCB), srodki ochrony roslin i metale
cigzkie. Istotnym problemem pojawiajacym si¢ w przypadku
skazenia gruntow tego rodzaju ksenobiotykami sg ich wia-
Sciwosci toksyczne, mutagenne oraz kancerogenne wobec
organizmow zywych. W zwigzku z powyzszym niezwykle
istotne stato si¢ opracowanie skutecznych metod remediacji
gruntow (Kluk i Steliga, 2017). W ostatnich latach szczego6l-
nym zainteresowaniem cieszg si¢ metody remediacji gruntow
spetniajace zatozenia tzw. zielonej chemii. Jedna z takich metod
jest bioremediacja.

Biodegradacja weglowodorow ropopochodnych to ztozony
proces, ktory zalezy od charakteru i ilosci obecnych weglowo-
dorow. Weglowodory ropopochodne mozna podzieli¢ na cztery
klasy: weglowodory nasycone, weglowodory aromatyczne,
asfalteny (fenole, kwasy ttuszczowe, ketony, estry i porfiry-
ny) oraz zywice (pirydyny, chinoliny, karbazole, sulfotlenki
i amidy) (Cooney et al., 1985; Barathi i Vasudevan, 2001; Das
i Chandran, 2011). Weglowodory r6znig si¢ podatno$cia na
atak drobnoustrojow. Podatno$¢ weglowodoréw na degradacje
mikrobiologiczng mozna ogolnie uszeregowac nastepujaco:
alkany liniowe > alkany rozgalt¢zione > weglowodory mo-
noaromatyczne (BTEX) > alkany cykliczne > wielopierscie-
niowe weglowodory aromatyczne (WWA) (Das 1 Chandran,
2011). W warunkach naturalnych proces rozktadu zwigzkow
ropopochodnych (samooczyszczanie) zachodzi stosunkowo
powoli, dlatego obecnie coraz cze¢Sciej prowadzi si¢ badania
nad przyspieszeniem procesu biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych na drodze proceséw biotechnologicznych
przy wykorzystaniu odpowiednio wyselekcjonowanych mikro-
organizmow (bioaugmentacja) oraz zapewnieniu optymalnych
warunkoéw wzrostu drobnoustrojéw (biostymulacja) (Radwan
etal., 2012).

Mikroorganizmy uzywane w procesie biologicznej degrada-
¢cji zanieczyszczen ropopochodnych powinny charakteryzowac
si¢ takimi wlasciwo$ciami jak: tolerancja na ksenobiotyki,

zdolno$¢ do produkcji surfaktantéw, ktora zwigksza biodo-
stepnos¢ zanieczyszczen ropopochodnych, chemotaksja wobec
ksenobiotyku, degradacja zanieczyszczen bez wytwarzania
lub z minimalnym wytwarzaniem toksycznych produktow
posrednich oraz mozliwoscig przetrwania do zakonczenia
procesu oczyszczania (Al-Hawash et al., 2018). Ponadto na
metabolizm rozkladu weglowodoréw przez mikroorganizmy
istotny wpltyw maja czynniki zwigzane z zanieczyszczeniem
(stgzenie ksenobiotyku, wiek zanieczyszczenia, wlasciwosci
fizyczno-chemiczne ksenobiotyku, symetria i wielko$¢ cza-
steczek) oraz czynniki §rodowiskowe (temperatura, odczyn,
obecnos$¢ tlenu, natlenianie, wilgotno$é, obecnos$¢ nutrientow,
wlasciwosci matrycy glebowej) (Chaineau et al., 2003; Kluk
1 Steliga, 2017). W celu zwigkszenia efektywnosci procesu
biodegradacji substancji ropopochodnych w zabiegu inokulacji
stosuje si¢ mieszaniny wielosktadnikowe (konsorcja) zawie-
rajace od kilku do kilkudziesieciu szczepow bakterii 1 grzy-
boéw o szerokim spektrum dziatania (degradacja ré6znych grup
weglowodordw, np. n-alkanow, BTEX, WWA). Wchodzace
w sktad biopreparatéw mikroorganizmy powinny by¢ specjal-
nie wyselekcjonowane ze Srodowiska naturalnego, co wptywa
na znaczng poprawe skutecznosci procesu likwidacji skazen
(Mrozik i Piotrowska-Seget, 2010: Varjani, 2017) oraz pozwala
na uniknig¢cie antagonistycznych oddzialywan autochtonicznej
mikrobioty gleby na obce kultury drobnoustrojow.

W ostatnich latach szczeg6lng uwage zwraca si¢ na moz-
liwo$¢ doskonalenia procesu biodegradacji poprzez wykorzy-
stanie roznego rodzaju dodatkéw do biopreparatow. Jednym
z takich dodatkow moze si¢ okazaé¢ kwas gamma-poligluta-
minowy (Y-PGA). Kwas poli-y-glutaminowy jest produktem
bakterii oraz archeondw, a zdolno$¢ do jego wytwarzania maja
tylko nieliczne gatunki z rodzaju Bacillus (Bacillus amyloliqu-
efaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, a takze wysoce patogenny organizm — Bacillus anthra-
cis) (Chatterjee et al., 2019; Wang et al., 2021). Poszczeg6lne
gatunki, a nawet szczepy wytwarzaja y-PGA o r6znej masie
czasteczkowej — od 100 kD do 5000 kD (Park et al., 2005; Najar
i Das, 2015), co przektada si¢ na jego wlasciwos$ci fizyczne.
W zaleznosci od $rodowiska, w jakim si¢ znajduje, y-PGA
moze zmienia¢ swoje wlasciwos$ci, co przyciggneto uwage
szeregu badaczy pod katem przemystowego zastosowania tego
biopolimeru. Udokumentowano korzystne wyniki zastosowania
v-PGA do remediacji gleb skazonych metalami ci¢zkimi (Pang
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etal., 2018; Yang et al., 2018; Peng et al., 2020) oraz udowod-
niono pozytywny wptyw y-PGA na usuwanie ropy naftowej
z osadow morskich (Zhao et al., 2018) i trichloroetenu (TCE)
z warstwy wodonosnej (Luo et al., 2019). Ponadto zwigzek
ten ma bardzo wiele zalet: jest dobrze rozpuszczalny w wo-
dzie, nietoksyczny dla organizméw zywych (nawet w bardzo
wysokich stezeniach) oraz biodegradowalny. Dlatego posta-
nowili$my sprawdzi¢ doswiadczalnie, czy obecnos$¢ y-PGA
wspomoze rozktad substancji ropopochodnych (TPH, BTEX,
WWA) w glebach inokulowanych biopreparatem opracowanym
na bazie mikroorganizmow bakteryjnych.

Materiat badawczy

W badaniach biodegradacji substancji ropopochodnych
wykorzystano glebe, ktora zostata pobrana z terenu dotu urob-
kowego na obszarze kopalni ropy naftowej zlokalizowane;j
w poludniowo-wschodniej Polsce (Grabownica Starzenska).
Gleba ta charakteryzowala si¢ wysokim stezeniem zanie-
czyszczen ropopochodnych, tj. weglowodoréw alifatycznych,
weglowodoréow monoaromatycznych i wielopier$cieniowych
weglowodorow aromatycznych. Sktad fizyczno-chemiczny gle-
by uzytej w badaniach biodegradacji przedstawiono w tabeli 1.

Biopreparat zastosowany w badaniach biodegrada-
cji zanieczyszczen ropopochodnych opracowano na ba-
zie szczepow bakteryjnych wyizolowanych ze srodowisk

poddanych ekspozycji na weglowodory: Dietzia sp. IN133,
Gordonia sp. IN138, Mycolicibacterium frederiksbergense
INS3, Rhodococcus erythropolis IN119, Rhodococcus sp. IN136
i Pseudomonas sp. IN132. Mikroorganizmy wykorzystane
do sporzadzenia biopreparatu pochodzity z kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii INiG — PIB. Uzyte w biopreparacie szczepy
bakteryjne charakteryzowatly si¢ zdolno$cig do metabolizo-
wania zanieczyszczen ropopochodnych (Brzeszcz et al., 2020;
Steliga et al., 2020).

Jako dodatek y-PGA zastosowano dostgpny na ryn-
ku preparat Ambiogel® (Ambioteco, Polska) zawierajacy
10% (w/w) czystego kwasu poli-y-glutaminowego. W procesie
jego produkcji wykorzystano szczep Bacillus licheniformis
NCBI 1402. Identyfikacja drobnoustrojow wykorzystywanych
na etapie produkcji preparatu Ambiogel zostata wykonana
metoda spektrometrii masowej z uzyciem desorpcji/jonizacji
laserowej wspomaganej matryca z analizatorem czasu przelotu
(MALDI TOF MS). Badanie wykonano przy uzyciu analizatora
MALDI Biotyper firmy Bruker, ktére potwierdzity, ze Bacillus
licheniformis NCBI 1402 wytwarza kwas poli-y-glutaminowy
(y-PGA).

Metodyka badawcza

Badania laboratoryjne procesu biodegradacji weglowo-
doréw ropopochodnych (TPH, BTEX i WWA) obejmowaty

Tabela 1. Sktad fizyczno-chemiczny gleby pobranej z terenu dohu urobkowego

Table 1. Physical and chemical composition of the soil collected from the area of the excavated pit

670

Oznaczenie | Jednostka | Wartos¢ Oznaczenie | Jednostka | Wartos$¢
pH ekstraktu wodnego gleby 1:10 [pH] 6,11 Zawarto$¢ AL,O, [mg/kg s.m.] 911023
Wilgotnos¢ [%] 32,6 Zawarto$¢ Fe,O, [mg/kg s.m.] 5361
BTEX (p-, m-ksylen) [mg/kg s.m.] 17,45 Zawarto$¢ CaO [mg/kg s.m.] 7024
Sumaryczna zawarto$¢ TPH [mg/kg s.m.] 19774,23 Zawarto$¢ MgO [mg/kg s.m.] 3512
Sumaryczna zawarto§¢ WWA [mg/kg s.m.] 27,41 Zawarto$¢ Mn [mg/kg s.m.] 145,1
Krezole [mg/kg s.m.] 2,74 As [mg/kg s.m.] 1,3
Fenole [mg/kg s.m.] 3,62 Ba [mg/kg s.m.] 31,9
2,4-dimetylofenol [mg/kg s.m.] 0,63 Cd [mg/kg s.m.] 1,6
3,4-dimetylofenol [mg/kg s.m.] 3,01 Cr [mg/kg s.m.] 13,1
Cyjanki [mg/kg s.m.] 0,17 Co [mg/kg s.m.] 3,6
Bifenyle [mg/kg s.m.] 8956,26 Zawartosé Cu [mg/kg s.m.] 19,8
Zawarto$¢ jonow C1 [mg/kg s.m.] 119,4 metali cigzkich Hg [mg/kg s.m.] 0,9
Zawarto$¢ jonéw SO,> [mg/kg s.m.] 916,4 Pb [mg/kg s.m.] 19,6
Zawarto$¢ jonow NH," [mg/kg s.m.] 53 Mo [mg/kg s.m.] 2,3
Zawarto$¢ jonow NO;~ [mg/kg s.m.] 35,9 Sn [mg/kg s.m.] 4,7
Zawarto$¢ jonéw PO,* [mg/kg s.m.] 12,4 Zn [mg/kg s.m.] 45,1
Zawarto$¢ jonow S, [mg/kg s.m.] 9,98 Ni [mg/kg s.m.] 13,3
Zawarto$¢ SiO, [mg/kg s.m.] 575965



tzw. testy butelkowe, ktore prowadzono z wykorzystaniem
zestawu Oxi-Top (WTW, Polska). Badania te realizowa-
no na identycznych probkach gleby skazonej TPH, BTEX
1 WWA w $cisle okreslonych warunkach prowadzenia procesu.
Inokulacje gleby wykonano z wykorzystaniem:

* Dbiopreparatu (wariant A);

 biopreparatu (2 cm®) i roztworu PGA (1 cm®) w stosunku

objetosciowym 2 : 1 (wariant B);

* biopreparatu (2 cm?) i roztworu PGA (2 cm®) w stosunku

objetosciowym 1: 1 (wariant C);

* biopreparatu (2 cm’) i roztworu PGA (4 cm’) w stosunku

objetosciowym 1 : 2 (wariant D).

Testy butelkowe prowadzono przez okres 60 dni w tempe-
raturze 20°C, zapewniajac stalg wilgotno$¢ gleby 20% 1 dostep
powietrza. Badania laboratoryjne obejmowaty badania re-
spirometryczne oraz analizy chromatograficzne weglowodo-
row ropopochodnych przed testem oraz po jego zakonczeniu.
Wykonane badania laboratoryjne mialy za zadanie okresli¢
wplyw dodatku polimerowego y-PGA na efektywno$¢ procesu
biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych w glebie oraz
wytypowacé najkorzystniejsze warunki prowadzenia procesu
biodegradacji.

Badania respirometryczne

W celu wykonania pomiaru aktywno$ci biologicznej w ba-
danej glebie w warunkach tlenowych — analizowano probki
o masie 30 g, ktére umieszczono w naczyniach pomiaro-
wych, do ktérych dodawano biopreparat (2 cm®) przygoto-
wany w Zakladzie Mikrobiologii INiG — PIB oraz miesza-
niny biopreparatu (2 cm’) i roztworu y-PGA (1 ¢cm’, 2 ¢cm’
lub 4 cm®). Rownolegle przygotowano probki odniesienia,
w ktorych oddzielnie umieszczono analizowang glebe¢ oraz
roztwory inokulantéw. Nastgpnie wszystkie naczynia pomia-
rowe szczelnie zamknigto glowkami pomiarowymi, po czym
umieszczono w cieplarce 1 inkubowano w temperaturze 20°C
przez 60 dni. Gléwki pomiarowe systemu Oxi-Top Control
co dwie godziny odczytywaty warto$ci ci$nienia panujacego
w ukladzie zamknigtym. Zebrane dane za pomoca interfejsu
IR trafiaty do kontrolera Oxi-Top OC 110, gdzie byly podda-
wane obrobce graficznej 1 statystycznej za pomocg programu
Achat OC (Altschul et al., 1990).

Przetwarzanie mierzonego ci$nienia na warto$¢ zuzytego
tlenu (m,,) [mg/dm’] odbywa si¢ wedtug wzoru (1) (Steliga
i Uliasz, 2014; Steliga i Wojtowicz, 2019; Wojtowicz et al.,
2022). Po zakonczeniu pomiaru dane przesytano do komputera
PC, gdzie za pomoca programu Excel sporzadzano krzywe
zaleznosci ilosci zuzytego tlenu [mg/dm’] od czasu trwania
eksperymentu [dni].
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gdzie:

M(0O,) — masa molowa tlenu [kg/mol],

V, — objetos¢ wolnego gazu [m’],

R — stata gazowa [J - mol™' - K],

T,, — warto$¢ pomiarowa temperatury [K],
T, — temperatura odniesienia (273,15 K),
o — wspotczynnik absorpcji (0,03103),

Ap — spadek ci$nienia w probie [Pa].

Analizy chromatograficzne

Gléwnym elementem umozliwiajagcym okreslenie efektyw-
nosci procesu biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych
w prowadzonych procesach oczyszczania byto opracowanie me-
tod chromatograficznego oznaczania badanych ksenobiotykow
w glebie. Ze wzgledu na ztozony charakter matrycy glebowej
konieczne byto wykonanie skomplikowanego i czasochtonnego
etapu przygotowania probki do analizy chromatograficznej.
Obejmowat on nastepujace kroki:
* pobieranie i wstepne przygotowanie probki;
» ckstrakcje analitow z matrycy;
* oczyszczanie probki z substancji przeszkadzajacych;
* zageszczanie probki.

Analiza TPH

10 g powietrznie suchej gleby umieszczono w kolbie
Erlenmeyera i ekstrahowano dichlorometanem w trzech seriach
(20 ml rozpuszczalnika, 15 minut). Ekstrakcje weglowodorow
ropopochodnych przeprowadzono metoda sonikacji w tazni
ultradzwickowej Sonoswiss SW 6H, z czestotliwoscig ultra-
dzwigkow 30 kHz (Steliga i Uliasz, 2014; Steliga et al., 2020).
Substancje polarne usunigto poprzez filtracje z wykorzystaniem
kolumienek Bakerbond z wypetieniem Florisil nr 7213-03.
Rozpuszczalnik odparowano na proézniowej wyparce obrotowej,
a ekstrakt rozpuszczono w 1 ml dichlorometanu i analizowano
metodg chromatografii gazowej (GC). Do okreslenia wydaj-
nosci ekstrakcji z odzyskiem na poziomie 95,9% zastosowa-
no standard zastepczy o-terfenyl (Steliga et al., 2012, 2020;
Wojtowicz et al., 2022).

TPH analizowano z wykorzystaniem chromatografu Clarus
500 GC firmy PerkinElmer z detektorem ptomieniowo-joniza-
cyjnym (FID). Warunki pracy chromatografu byty nastepujace:
kolumna kapilarna ze stopionej krzemionki (RTX-1: 30 m x
% 0,53 mm) (Restek, USA), parametry temperaturowe: tempe-
ratura inzektora = 290°C, temperatura detektora FID = 320°C,
program temperaturowy pieca: 30°C — przebieg izotermiczny
przez 2 minuty, 30—105°C — przyrost temperatury z szybkoscia
10°C/min, 105-285°C — przyrost temperatury z szybkoscia
5°C/min, 285°C — przebieg izotermiczny przez 5 minut. Gazem
no$nym byt He o statym przeptywie 20 ml- min™'. Do ozna-
czenia ilo§ciowego sumarycznej zawartosci zanieczyszczen
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ropopochodnych (TPH) zastosowano zestaw standardow ka-
libracyjnych firmy Tusnovics Instruments (certyfikowany
wzorzec: BAM K010). W celu ilo$ciowego oznaczenia po-
szczeg6lnych n-alkanéw wchodzacych w sktad zanieczyszczen
ropopochodnych uzyto natomiast wzorcow certyfikowanych
firm Supelco i Restek (mieszanina wzorcowa nr D2807 we-
glowodoréw parafinowych: n-C,—n-C,, oraz certyfikowane;j
mieszaniny wzorcowej nr A029668: Fuel Oil Degradation
Mix n-C,,, pristan, n-C, fitan). Jako biomarker zastosowano
wzorzec certyfikowany Cs, 17a(H), 21B(H)-hopan (Supelco,
USA) nr 08189 (Steliga et al., 2020; Wojtowicz et al., 2022).

Analiza BTEX

Do oznaczania zawarto$ci weglowodoréw monoaromatycz-
nych (BTEX) w glebie wykorzystano metode¢ chromatografii
gazowej do fazy nadpowierzchniowej (Headspace) (Wojtowicz,
2018). Probke gleby o masie 6,5 g (w przeliczeniu na suchg
mase gleby okoto 5 g) umieszczano w ampulce, ktorg szczelnie
zamykano za pomocg kapslownicy i wktadano do autosamplera.
Probke przed analizg inkubowano przez 10 minut w temperatu-
rze 90°C. Amputka byta napelniana gazem nos$nym (hel) przez
3 minuty, a nastepnie za pomocg igly dozujacej podgrzanej do
temperatury 95°C byta pobierana probka analitéw gazowych
zdesorbowanych do fazy nadpowierzchniowej, ktora przez
lini¢ transferowa (temperatura 100°C) trafiala do inzektora
chromatografu gazowego Clarus 500 z detektorem FID, po-
laczonego z przystawka HeadSpace TurboMatrix 16. Czas
nastrzyku wynosit 0,04 minuty. Warunki pracy chromatografu
byty nast¢pujace: kolumna kapilarna ze stopionej krzemionki
(RT-TCEP: 60 m x 0,25 um), parametry temperaturowe: tempe-
ratura inzektora = 200°C, temperatura detektora FID = 280°C,
temperatura detektora TCD = 150°C, program temperaturowy
pieca: 60°C — przebieg izotermiczny przez 5 minut, 60—100°C
— przyrost temperatury z szybko$cig 5°C/min, 100°C — przebieg
izotermiczny przez 10 minut. Do oznaczen ilo§ciowych suma-
rycznej zawarto$ci BTEX zastosowano certyfikowane wzorce
firm Restek nr 30051 i Supelco nr CRM48026 (Wojtowicz,
2018; Wojtowicz et al., 2022).

Analiza WWA

Izolacj¢ analitéw z matrycy glebowej przeprowadzono
metodg QUEChERS (z ang. Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe). W tym celu do fiolki o obj¢tosci 50 ml odwa-
zono 5 g gleby w stanie powietrznie suchym, po czym dodano
do niej 5 cm® wody destylowanej oraz 10 ml acetonitrylu.
Nastepnie do fiolki dodano zawarto$¢ saszetki z mieszaning
ekstrakcyjna MgSO, + NaCl nr SST640. Tak przygotowane
probki wytrzasano przez 5 minut, a nast¢pnie wirowano przez
10 minut z predkoscia 3500 obr/min (Khan, 2014; Wojtowicz
et al., 2022).
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Oczyszczanie ekstraktu przeprowadzono metoda dSPE
z wykorzystaniem fiolek do oczyszczania wypetionych MgSO,
i PSA nr JO3937. Ekstrakt glebowy w objetosci 1 cm® przeno-
szono do fiolki do oczyszczania, ktdrg nastgpnie wytrzasano
przez 5 minut oraz wirowano przez 10 minut z predkoscia
8000 obr/min.

Otrzymane ekstrakty przesaczono przez filtr strzykawkowy
o $rednicy porow 25 pm i poddano analizie chromatograficznej
(Khan, 2014; Wojtowicz et al., 2022).

Analize wielopierscieniowych weglowodorow aromatycz-
nych (WWA) w prébkach gruntu wykonano na wysokocisnie-
niowym chromatografie cieczowym (HPLC) serii Vanquish
Core firmy Thermo Scientific przy nastgpujacych parametrach
urzadzenia: kolumna NUCLEODUR C,; PAH, 125 x 4 mm,
3 pum firmy Macherey-Nagel, detektor: UV-VIS i fluorymetrycz-
ny (FLD), dozownik: automatyczny, dozowana objetos¢: 10 pl,
eluenty: A-metanol 70%, B-acetonitryl, przeptyw: 1,5 ml/min,
gradient: 20% B przez 1,5 minuty, 20-50% B w 1,5 minuty,
50-100% B w 1 minute, 100% B przez 1 minutg, 100-0% B
w 3 minuty, 100% A przez 3 minuty. Do ilo$ciowego oznaczenia
poszczegdlnych WWA wchodzacych w sktad zanieczyszczen
ropopochodnych uzyto certyfikowanego roztworu PAH-Mix
nr ref. 722393 (Wojtowicz et al., 2022).

Omoéwienie wynikow

Badania respirometryczne

Wazrost aktywnosci mikrobiologicznej w $rodowisku re-
akcyjnym $§wiadczy o wykorzystaniu przez mikroorganizmy
wegla zawartego w czasteczkach weglowodorow alifatycz-
nych, weglowodorow monoaromatycznych i1 wielopierscie-
niowych weglowodoréw aromatycznych jako zrédta pokarmu.
Wynikiem zwigkszonej aktywnosci biologicznej jest wzrost
zuzycia tlenu przez badane konsorcja bakteryjne w czasie,
czego konsekwencjg jest biodegradacja substancji ropopo-
chodnych. Po 60 dniach testu najwicksze zuzycie tlenu odno-
towano w przypadku probki gleby inokulowanej biopreparatem
i roztworem dodatku y-PGA w stosunku objetosciowym 1 :2
(5127 mg O,/dm’) oraz biopreparatem i roztworem dodatku
v-PGA w stosunku objetosciowym 1:1 (3769 mg O,/dm®).
Nizsza aktywno$¢ mikrobiologiczng odnotowano w przypadku
probki gleby zaszczepionej biopreparatem i roztworem dodatku
v-PGA w stosunku objetosciowym 2:1 (2040 mg O,/dm®).
Sposrod czterech testowanych wariantdw najmniej skuteczny
pod wzgledem potencjatu biodegradacyjnego zanieczyszczen
ropopochodnych okazat si¢ wariant A, czyli inokulacja biopre-
paratem bez dodatku PGA, dla ktérego aktywno$¢ mikrobio-
logiczna po 60 dniach trwania testu wynosita 1582 mg O,/dm’
(Wojtowicz et al., 2022).



Wyzsza aktywno$¢ mikrobiologiczna w probkach gleby
inokulowanej mieszaning biopreparatu i roztworu dodatku
PGA w réznym stosunku objetosciowym anizeli w probce
zaszczepionej wylacznie biopreparatem swiadczy o wptywie
dodatku y-PGA na efektywno$¢ procesu biodegradacji.

Na podstawie przeprowadzonych testow respirometrycz-
nych mozna wyciggnaé wnioski, ze wraz ze wzrostem stgzenia
v-PGA w badanych probkach gleby wzrasta efektywnosé
procesu biodegradacji substancji ropopochodnych. Zalezno$¢
iloéci zuzytego tlenu od czasu w glebie rzeczywistej inoku-
lowanej biopreparatem opracowanym na bazie mikroorgani-
zmow bakteryjnych oraz mieszaniny biopreparatu i roztworu
v-PGA w r6znym stosunku objetosciowym przedstawiono na
rysunku 1.

Analizy chromatograficzne

Istotnym elementem umozliwiajagcym oceng efektywnos$ci
procesu biodegradacji substancji ropopochodnych w glebie
inokulowanej biopreparatem opracowanym na bazie mikroorga-
nizméw bakteryjnych oraz mieszaniny biopreparatu i roztworu
PGA w réznym stosunku objetosciowym jest wykorzystanie
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metod chromatograficznych. Analizy chromatograficzne po-
zwolity na zidentyfikowanie 1 okre$lenie zawarto$ci poszczegol-
nych zanieczyszczen ropopochodnych w badanej glebie przed
przeprowadzeniem oraz po przeprowadzeniu 60-dniowego testu
biodegradacji. W badanych probkach gleby przed testem i po
jego zakonczeniu oznaczono TPH, BTEX i WWA.

Analiza TPH

Oznaczenia TPH pozwolily wykaza¢, ze bioaugmen-
tacja biopreparatem opracowanym na bazie mikroorgani-
zmow bakteryjnych powodowata obnizenie zawartosci TPH
z 19774,23 mg/kg s.m. do 12501,35 mg/kg s.m. (stopien
biodegradacji = 36,78%). Najwyzszy stopien biodegradacji
zanotowano dla szeregu alifatycznego n-C,—n-C,, — w grani-
cach 47,88-78,90%, natomiast w przypadku weglowodorow
z zakresu n-C,,—n-C;, byt on znacznie nizszy i miescit si¢
w przedziale 21,92-41,65%. Weglowodory ci¢zkie o dlugosci
fancucha weglowego n-C;, do n-C,, ulegaty rozktadowi w naj-
nizszym stopniu, gdyz obnizenie ich zawarto$ci w wyniku
inokulacji biopreparatem wynosito od 13,29% do 17,21%.
Obnizenie zawarto$ci weglowodoréw niezidentyfikowanych
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Rysunek 1. Zalezno$¢ ilo$ci zuzytego tlenu [mg/dm®] od czasu w glebie rzeczywistej inokulowanej: a) biopreparatem (wariant A),
b) biopreparatem i suplementowanej roztworem PGA w stosunku obj¢tosciowym 2 : 1 (wariant B), c¢) biopreparatem i roztworem PGA
w stosunku objetosciowym 1: 1 (wariant C), d) biopreparatem i roztworem PGA w stosunku objetosciowym 1:2 (wariant D)

Figure 1. Dependence of the amount of oxygen consumed [mg/dm®] on the time in the actual soil inoculated with a) biopreparation
(variant A), b) biopreparation and PGA solution in a 2: 1 volume ratio (variant B), ¢) biopreparation and PGA solution in volume ratio
1:1 (variant C), d) biopreparation and PGA solution in a volume ratio of 1:2 (variant D)
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(alkeny, izoparafiny, cykloparafiny itp.) ksztattowato si¢ na
poziomie 31,48%, natomiast w przypadku weglowodorow
z grupy izoprenoidow: pristanu i fitanu wynosito odpowiednio
11,05% 1 13,46%.

Nieznacznie wyzszy stopien biodegradacji TPH uzyska-
no dla probki gleby inokulowanej mieszaning biopreparatu
i roztworu y-PGA w stosunku objetosciowym 2 : 1 — wynosit
on 39,37% po 60 dniach testu. Analiza chromatograficzna
wykazala, Zze zawarto§¢ weglowodordw niezidentyfikowanych
zmalata 0 33,06%.

Podobnie jak w przypadku biopreparatu najlatwiej bio-
degradowalne okazaty si¢ we¢glowodory alifatyczne o dtu-
gosci tancucha weglowego n-C, do n-C,, (51,78-84,01%),
nastepnie n-C,, do n-C;, (23,81-45,04%) i n-C;, do n-C,,
(15,78-21,62%). Stopien biodegradacji pristanu i fitanu wy-
nosit 11,95% 1 14,55%.

Zdecydowanie lepiej biodegradacja zachodzita w probce za-
szczepionej mieszaning biopreparatu i roztworu dodatku y-PGA
w stosunku objetosciowym 1:1 (wariant C). Analiza chromato-
graficzna przed testem i po jego zakonczeniu w tym przypadku
wykazata obnizenie zawartosci TPH z 19774,23 mg/kg s.m.
do 11395,64 mg/kg s.m. (stopien biodegradacji = 42,37%).
Stopien biodegradacji weglowodoréw alifatycznych o dtugosci
lancucha weglowego n-C, do n-C,, w glebie zanieczyszczonej
substancjami ropopochodnymi w wyniku inokulacji mieszaning
biopreparatu i roztworu y-PGA w stosunku objetosciowym 1:1
wynosit od 55,83% do 83,94%. Z kolei obnizenie zawarto$ci
weglowodorow n-C,, do n-C,, ksztaltowato si¢ na poziomie
25,68-48,57%. Trudno biodegradowalne weglowodory, to jest
zawierajace powyzej 30 atomoéw wegla oraz weglowodory
z grupy izoprenoidow, ulegaly rozktadowi w znacznie mniej-
szym stopniu: n-C,, do n-C,, = 14,95-23,31%, P = 12,89%,
F=15,69%. Obnizenie zawarto$ci wgglowodoréw nieziden-
tyfikowanych wynosito 36,23%.

Sposrod badanych wariantdw najwyzszy stopien bio-
degradacji TPH odnotowano przy zastosowaniu inokulacji
mieszaning biopreparatu i roztworu y-PGA w stosunku ob-
jetosciowym 1:2 (44,34%). Wykazano, ze zawarto$¢ weglo-
wodoréw niezidentyfikowanych zmalata o 38,08%. Podobnie
jak w przypadku pozostatych wariantéw najwyzszy stopien
biodegradacji stwierdzono dla szeregu alifatycznego n-C4—n-C,,
—w granicach 58,68-85,05%, nieznacznie nizszy dla wegglowo-
doréw z zakresu n-C,,—n-C,,, w przypadku ktorych wynosit od
26,99% do 51,04%, a najnizszy dla we¢glowodoréw cigzkich
o dhugosci tancucha weglowego n-C,,—n-C,, 1 izoprenoidow,
ktorych stopnie biodegradacji wynosity odpowiednio: n-C,; do
n-C,, = 17,88-24,50%, P = 13,54%, F = 16,49%. Zmiany
zawarto$ci n-alkanow w glebie inokulowanej biopreparatem
oraz mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA w stosunku
objetosciowym 2: 1, 1:1 oraz 1:2 przedstawiono na rysunku 2.
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Analiza BTEX

Analizy BTEX wykazaty, ze sposrod badanych wariantow
najwyzszy stopien biodegradacji tej grupy zwiazkoéw odnoto-
wano przy zastosowaniu inokulacji mieszaning biopreparatu
i roztworu y-PGA w stosunku obj¢tosciowym 1:2 (51,00%).
Zawarto$¢ benzenu zmalata o 63,48%, toluenu o 65,77%,
a etylobenzenu o 68,09%. Zdecydowanie gorzej biodegrado-
walne okazaty si¢ ksyleny, ktérych stopien biodegradacji po
60 dniach testu ksztattowat si¢ w zakresie od 43,75% (o-ksylen)
do 47,93% (p-ksylen).

Nieznacznie nizszy stopief biodegradacji BTEX uzyska-
no dla probki gleby inokulowanej mieszaning biopreparatu
i roztworu y-PGA w stosunku objetosciowym 1:1 — wynosit
on 49,34%. Sposrod wszystkich wegglowodoré6w monoaro-
matycznych najlatwiej biodegradowalne okazaty si¢ toluen
i etylobenzen, ktorych stopnie biodegradacji po zakonczeniu
testu wynosity odpowiednio 63,68% i 63,55%. Nieznacznie
nizszy stopien biodegradacji odnotowano w przypadku ben-
zenu — 61,36%. Stabiej biodegradowalne okazaly si¢ ksyleny,
dla ktorych stopnie biodegradacji zawieraty si¢ w granicach
41,70-46,85%.

Stopnie biodegradacji benzenu, toluenu i etylobenzenu
w glebie zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi
w wyniku inokulacji mieszaning biopreparatu i roztworu
v-PGA w stosunku objgtosciowym 2 : 1 wynosily odpowiednio:
59,27%, 62,16% 1 61,70%. Obnizenie zawartosci ksylenow
ksztattowato si¢ na poziomie 40,00—45,87%.

Otrzymane wyniki analiz chromatograficznych wykazaty,
ze biodegradacja najmniej intensywnie zachodzita w probce
inokulowanej wylacznie biopreparatem. Stopien biodegrada-
cji BTEX po zakonczeniu testu wynosit 44,53%. Najlatwiej
biodegradowalne okazaly si¢ toluen i etylobenzen, ktérych
stopnie biodegradacji wynosity odpowiednio 60,65% 1 57,70%.
Najtrudniej biodegradowalny okazat si¢ o-ksylen, ktérego
stopien biodegradacji po 60 dniach wynosit 35,70%.

Skuteczno$¢ przebiegu biodegradacji BTEX w glebie ilu-
struje rysunek 3, przedstawiajacy zmiany zawartosci BTEX
w glebie przed inokulacjg i po inokulacji biopreparatem oraz
mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA.

Analiza WWA

Bioaugmentacja biopreparatem opracowanym na bazie
mikroorganizmoéw bakteryjnych powodowata obnizenie zawar-
tosci WWA z 27,37 mg/kg s.m. do 19,32 mg/kg s.m. (stopien
biodegradacji = 29,40%). Najwyzszy stopien biodegradacji
zanotowano dla WWA 2-pier$cieniowych i 3-pierScienio-
wych — w granicach 39,22-82,68%, natomiast w przypadku
WWA 4-pierscieniowych byt on znacznie nizszy i miescit si¢
w przedziale 23,50-32,34%. 5-pierscieniowe weglowodory
aromatyczne ulegaty rozktadowi w najnizszym stopniu, gdyz
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Rysunek 2. Poréwnanie zawarto$ci n-alkanow przed testami i po zakonczeniu testow biodegradacji w glebie inokulowanej bioprepara-

tem oraz mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA

Figure 2. Comparison of the content of n-alkanes before and after biodegradation tests in the soil inoculated with biopreparation and

mixtures of biopreparation and y-PGA solution
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Rysunek 3. Porownanie zawarto$ci BTEX przed testami i po zakonczeniu testow biodegradacji w glebie inokulowanej biopreparatem

oraz mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA

Figure 3. Comparison of BTEX content before and after biodegradation tests in the soil inoculated with biopreparation and mixtures of

biopreparation and y-PGA solution

obnizenie ich zawarto$ci w wyniku inokulacji biopreparatem
wynosito od 19,31% do 21,57%. Spadek zawartosci 6-pierscie-
niowych WWA osiaggat wartos¢ w przedziale 14,52—-17,05%.

Nieznacznie wyzszy stopien biodegradacji WWA uzyska-
no dla probki gleby inokulowanej mieszaning biopreparatu
i roztworu y-PGA w stosunku objeto$ciowym 2: 1 — wynosit

on 32,18% po 60 dniach testu. Podobnie jak w przypadku
biopreparatu najtatwiej biodegradowalne okazaty si¢ WWA
2-pier§cieniowe i WWA 3-pierscieniowe (43,14-82,68%),
nastepnie WWA 4-pier§cieniowe (26,50-33,79%) i WWA
S-pierscieniowe (22,84-25,69%). Stopien biodegradacji naj-
stabiej biodegradowalnych, 6-pierdcieniowych weglowodorow
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aromatycznych ksztattowat si¢ w granicach od 16,54% do
21,15%.

Zdecydowanie lepiej biodegradacja zachodzita w prob-
ce zaszczepionej mieszaning biopreparatu i roztworu do-
datku y-PGA w stosunku objetosciowym 1:1 (wariant C).
W tym przypadku wykazano obnizenie zawarto§ci WWA
z 27,37 mg/kg s.m. do 17,13 mg/kg s.m. (stopien biodegra-
dacji = 37,40%). Stopien biodegradacji 2-pier§cieniowych
WWA (naftalenu) w glebie zanieczyszczonej substancjami
ropopochodnymi w wyniku inokulacji mieszaning biopreparatu
i roztworu y-PGA w stosunku objetosciowym 1:1 wynosit
73,29%, z kolei obnizenie zawartosci 3-pierscieniowych WWA
ksztattowato si¢ na poziomie 50,55-85,53%. WWA 4-pierscie-
niowe, 5-pier§cieniowe i 6-pier§cieniowe ulegaty rozktadowi
W znacznie mniejszym stopniu, a ich stopnie degradacji wy-
nosity: od 33,27% do 37,76% (WWA 4-pier§cieniowe), od
25,08% do 33,33% (WWA 5-pier§cieniowe) i od 21,55% do
26,27% (WWA 6-pierscieniowe).

Sposrod badanych wariantéw najwyzszy stopien biodegra-
dacji WWA odnotowano w przypadku zastosowaniu inoku-
lacji mieszaning biopreparatu i roztworu y-PGA w stosunku
objetosciowym 1:2 (39,62%). Zawartos¢ WWA 2-pierscie-
niowych zmalata o 75,96%, natomiast stopien biodegradacji
3-pierscieniowych weglowodorow aromatycznych ksztalttowat
si¢ w granicach od 53,13% do 84,61%. Podobnie jak w przy-
padku pozostatych wariantow najnizszy stopien biodegradacji

zanotowano dla 6-pierScieniowych WWA — ksztattowat si¢ on
w zakresie 22,96-28,32%.

Zmiany zawarto$ci wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych w glebie inokulowanej biopreparatem oraz
mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA przedstawiono
na rysunku 4.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania laboratoryjne z zastosowaniem
zestawu Oxi-Top wykazaly, ze y-PGA wplywa na efektywnos¢
procesu biodegradacji substancji ropopochodnych, takich jak
weglowodory alifatyczne, weglowodory monoaromatyczne oraz
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Swiadcza o tym
wyzsze wartosci aktywnos$ci mikrobiologicznej w probkach
gleby inokulowanych biopreparatem oraz roztworem y-PGA
(w ro6znych stosunkach objgtosciowych), wynoszace odpowied-
nio: 2040 mg O,/dm’ (wariant B), 3769 mg O,/dm’ (wariant C)
5127 mg O,/dm’® (wariant D), anizeli w probce inokulowanej
samym biopreparatem (1582 mg O,/dm® — wariant A).

Potwierdzeniem powyzszych obserwacji sg analizy chro-
matograficzne, ktore wykazaty, ze wraz ze wzrostem st¢zenia
roztworu y-PGA w ukladzie wzrasta stopien biodegradacji
TPH, BTEX i WWA. Obnizenie zawarto$ci TPH w probce
gleby inokulowanej biopreparatem po 60 dniach testu wynosito
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Rysunek 4. Porownanie zawartosci WWA przed testami i po zakonczeniu testow biodegradacji w glebie inokulowanej biopreparatem
oraz mieszaninami biopreparatu i roztworu y-PGA: N — naftalen, Ac — acenaften, Fluo — fluoren, Fen — fenantren, A — antracen,

F — fluoranten, Pir — piren, BaA — benzo(a)antracen, CH — chryzen, BbF — benzo(b)fluoranten, BKF — benzo(k)fluoranten,

BaP — benzo(a)piren, DahA — dibenzo(a,h)antracen, BghiP — benzo(g,h,i)perylen, Ind123P — indeno(1,2,3-c,d)piren

Figure 4. Comparison of PAH content before and after biodegradation tests in the soil inoculated with biopreparation and mixtures
of biopreparation and y-PGA solution: N — naphthalene, Ac — acenaphthene, Fluo — fluorene, Phen — phenanthrene, A-anthracene,

F — Fluoranthene, Pir — pyrene, BaA — benzo(a)anthracene, CH — chrysene, BbF — benzo(b)fluoranthene, BKF — benzo(k)fluoranthene,
BaP — benzo(a)pyrene, DahA — dibenzo(a,h)anthracene, BghiP — benzo(g,h,i)perylene, Ind123P — indeno(1,2,3-c,d)pyrene
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36,78%, podczas gdy dodanie y-PGA do biopreparatu spo-
wodowalo obnizenie zawarto$ci TPH o 39,73% (wariant B),
0 42,37% (wariant C) oraz o 44,34% (wariant D). Poza tym
stopien biodegradacji BTEX po zakonczeniu testu w glebach
inokulowanych biopreparatem z dodatkiem y-PGA wynosit od
47,11% do 51,00%, natomiast bez dodatku PGA — 44,53%.
Ponadto inokulacja gleby biopreparatem z dodatkiem PGA
spowodowala obnizenie zawartosci WWA w badanej glebie
727,37 mg/kg s.m. do 18,56 mg/kg s.m. (32,18% — wariant B),
17,13 mg/kg s.m. (37,40% — wariant C), 16,52 mg/kg s.m. (39,62%
— wariant D), a samym biopreparatem do 19,32 mg/kg s.m.
(29,40% — wariant A).

Przeprowadzone badania laboratoryjne z wykorzystaniem
analiz respirometrycznych i chromatograficznych potwier-
dzity przypuszczenie, ze dodatek y-PGA moze wptywac na
efektywnos¢ procesu biodegradacji. Nalezy jednak zauwazy¢,
ze produkcja PGA jest bardzo droga (ponad 600 ztotych za
100 mg, wedtug danych z 2015 roku) (Starzynska-Janiszewska,
2017). Dlatego niezwykle istotne jest, aby zastosowac taka ilos¢
dodatku y-PGA do biopreparatu, ktéra pozwoli na osiagniecie
zadowalajacego efektu biodegradacyjnego z jednoczesnym zmi-
nimalizowaniem dodatkowych kosztow prowadzenia procesu.

Badania biodegradacji w skali laboratoryjnej wskazaty, ze
najbardziej optymalny — biorgc pod uwage zaréwno efektyw-
no$¢ biodegradacji, jak i koszty prowadzenia procesu — jest
wariant C, czyli inokulacja gleby mieszaning biopreparatu i roz-
tworu y-PGA w stosunku objetosciowym 1:1. W wariancie tym
efektywno$¢ biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych
jest nieznacznie nizsza anizeli w wariancie D (TPH o 1,97 p.p.,
BTEX o 1,66 p.p., WWA 0 2,22 p.p.), natomiast ilo§¢ wyko-
rzystanego roztworu dodatku y-PGA jest dwa razy mniejsza.

Artykut powstal na podstawie pracy statutowej pt. Ocena efektyw-
nosci dziatania biopreparatu w polqczeniu z dodatkiem polimero-
wym PGA do biodegradacji gleb silnie zanieczyszczonych substan-
cjami ropopochodnymi (TPH, BTEX, WWA), praca INiG — PIB;
nr zlecenia: 0097/KE/2021, nr archiwalny: DK-4100-0085/2021.
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TECHNOLOGII EKSPLOATACJI PLYNOW Z£OZOWYCH

Zaktad oferuje:

Badania i analizy laboratoryjne:

opracowanie kompleksowej technologii biore-
mediacji in-situ gruntu zanieczyszczonego sub-
stancjami ropopochodnymi;

rekultywacje terendw skazonych substancjami
ropopochodnymi;

opracowanie technologii oczyszczania i utylizacii
wad ztozowych i odpadéw po zabiegach stymu-
lacyjnych z zastosowaniem nowoczesnych
rozwigzan technicznych i technologicznych oraz
metod biologicznych;

optymalizacja proceséw wydobycia i przy-
gotowania do transportu ropy i gazu;
monitorowanie zmian zawartosci zwiazkdw siar-
ki w podziemnych magazynach gazu;

badania i dobdr inhibitoréw parafinowo-hydra-
towych oraz deemulgatoréw stosowanych
w procesach eksploatacii ztéz weglowodoréw.

analizy chromatograficzne:

» sktadu gazu ziemnego (C, - C,, N,, CO,, He, H,),
» zwigzkéw siarki w gazie ziemnym,

» weglowodoréw ciezkich (C, - C,,, BTEX),
analizy toksykologiczne z wykorzystaniem no-
woczesnych testéw: Microtox, zestawdw tes-
téw typu ,toxkit” i testu MARA;

analizy zawartosci wielopierscieniowych weglo-
wodoréw aromatycznych (WWA) w prébkach
srodowiskowych z wykorzystaniem HPLC;
analiza ptynow ztozowych, zanieczyszczen gle-
by i sciekéw, odpadéw eksploatacyjnych i wiert-
niczych z wykorzystaniem chromatografii
jonowej;

nieniszczace badania grubosci materiatéw kon-
strukcyinych (certyfikat UT2).
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