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Wykorzystanie testow respirometrycznych do oceny efektywnosci
biodegradacji osadow z instalacji kopalnianych

The use of respirometric tests to assess the effectiveness of biodegradation methods for
deposits from mining installations
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STRESZCZENIE: W artykule przedstawiono zagadnienia zwigzane z biodegradacja osadow zdeponowanych w instalacjach wydo-
byweczych i transportujacych ropg naftows. Material badawczy stanowity osady zdeponowane w réznych czesciach instalacji. Zbada-
no sktad osadéw pod katem zawartosci substancji nieorganicznych i organicznych, grupowego sktadu weglowodoréw ropopochod-
nych (weglowodory alifatyczne, aromatyczne, zywice, asfalteny) oraz zawarto$ci weglowodoréw ropopochodnych TPH. Na podsta-
wie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze badane osady sktadaja si¢ glownie z substancji organicznych, z czego zdecydowana wigk-
szos$¢ stanowig weglowodory alifatyczne. Wyjatkiem jest osad pobrany po tlokowaniu, w ktorym odnotowano stosunkowo duze za-
warto$ci weglowodorow aromatycznych, zywic i asfaltenéw. Dla wszystkich osadow obliczono zawarto$¢ n-alkanow o dtugosci tan-
cucha weglowego od n-Cg do n-C,,. Szczego6lng uwage zwrocono na podatnos¢ osaddéw na biodegradacj¢ pod wptywem bioprepara-
tow opracowanych na bazie mikroorganizmoéw allochtonicznych. Szybkos$¢ biodegradacji substancji ropopochodnych analizowano
wykorzystujac zestaw OxiTop Control. Wzrost aktywnos$ci mikrobiologicznej w srodowisku reakcyjnym pod wptywem dodatku bio-
preparatow $wiadczyt o biodegradacji substancji organicznych zawartych w osadach. Na podstawie uzyskanych wynikow testu respi-
rometrycznego wytypowano biopreparat, pod wptywem ktorego biodegradacja zachodzita najbardziej efektywnie. Najbardziej sku-
teczny okazal si¢ biopreparat IV, w wyniku dziatania ktorego uzyskano obnizenie zawarto$ci weglowodordw alifatycznych o dtugo-
$ci tancucha weglowego n-Cq do n-C, dla osadu najtatwiej biodegradowalnego (osad nr 5) o 59-37%. Natomiast w osadzie najtrud-
niej biodegradowalnym (osad nr 5) zanotowano spadek o 27-11%. Weglowodory z zakresu n-C,, do n-C,, rowniez ulegly biodegra-
dacji w zadowalajacym stopniu, tj. 35-14% w osadzie nr 5 oraz 11-6% w osadzie nr 4. Weglowodory zawierajace powyzej 30 ato-
mow wegla w czasteczee ulegly redukceji w granicach 13-3% w osadzie nr 5 1 6-2% w osadzie nr 4. Dla osadow surowych i osadow
po przeprowadzeniu testu biodegradacji z wybranym biopreparatem, sporzadzono wykresy ilustrujagce zmiang zawartosci n-alkanow
w badanych probkach.

Stowa kluczowe: osady, testy respirometryczne, OxiTop, substancje ropopochodne, biodegradacja.

ABSTRACT: The article presents issues related to the biodegradation of sediments deposited in extraction and transporting crude oil instal-
lations. The research material were sediments deposited in various parts of the installation. The composition of sediments in terms of the
content of inorganic and organic substances, group composition (aliphatic hydrocarbons, aromatic hydrocarbons, resins, asphaltenes) and
the content of Total Petroleum Hydrocarbon (TPH) were examined. On the basis of the results obtained, it was concluded that the sedi-
ments studied consist mainly of organic substances, of which the vast majority are aliphatic hydrocarbons. The exception is the post-piston
sediment, in which relatively high amounts of aromatic hydrocarbons, resins and asphaltenes were noted. The content of n-alkanes with
carbon chain length from n-C; to n-C,, was calculated for all sediments. Particular attention was paid to the susceptibility of sediments to
biodegradation under the influence of biopreparations prepared on the basis of allochthonic microorganisms. The rate of biodegradation
of petroleum derivatives was analyzed using the OxiTop Control set. The increase in microbial activity in the reaction environment under
the addition of biopreparations attested to the biodegradation of organic substances contained in the sediments. On the basis of the results
of the respirometric test, a biopreparation was selected, under which biodegradation took place most effectively. The most effective was
biopreparation IV, as a result of which the reduction of aliphatic hydrocarbons with a carbon chain length of n-C; to n-C,4 for the most
biodegradable sediment (sediment No. 5) by 59-37% was achieved, whereas the most difficult to biodegrade sediment (sediment No. 5)
by 27-11%. Hydrocarbons from the range of n-C,, to n-C,, were also biodegradable to a satisfactory degree, i.e. 35-14% in the sediment
No. 5 and 11-6% in the sediment No. 4. Hydrocarbons containing more than 30 carbon atoms in the molecule were reduced within the
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limits of 13-3% in sediment No. 5 and 6-2% in sediment No. 4. For raw sediments and sediments after biodegradation test using the
selected biopreparation, charts illustrating the change in the content of n-alkanes in the samples were made.

Key words: sediments, respirometric tests, OxiTop, petroleum compounds, biodegradation.

Wprowadzenie

Eksploatacja ptynow ztozowych niesie ze sobg zmiang wa-
runkow panujgcych wewnatrz ztoza, takich jak cisnienie, obje-
to$¢ 1 temperatura. Sprzyja to destabilizacji wydobywanej ropy
naftowej, co w konsekwencji prowadzi do powstawania osadow
asfaltenowo-parafinowych i osadzania si¢ ich na powierzchni
$cian instalacji (Haji-Akbari et al., 2014). Depozycja osadow
w instalacjach transportujacych pltyny zlozowe jest jednym
z wazniejszych problemow przemystu wydobywczego. Gtow-
nymi sktadnikami nagromadzonych w instalacjach osadéw sa
wydzielone z ropy naftowej weglowodory parafinowe, zywice
i asfalteny (Lubas et al., 2012; Jublee i Suparna, 2015). Osa-
dy moga zawiera¢ rowniez zwiazki nieorganiczne pochodzenia
ztozowego, do ktorych nalezg czgsci skaty zbiornikowej trans-
portowane wraz z wydobywanymi ptynami ztozowymi czy tez
sktadniki bedace efektem reakcji redoks, z ktorych moga wytra-
ca¢ si¢ osady solne. Ponadto osady solne powoduja korozje ar-
matury odwiertow, rurociagow i instalacji przygotowania ropy
naftowej. Nagromadzone w instalacjach osady maja negatyw-
ny wptyw na proces eksploatacji ptynow ztozowych zwigzany
ze zmniejszeniem si¢ $wiatla rurociggu transportujgcego ptyny
ztozowe, zwigkszenia ci$nienia w instalacji, co w konsekwencji
prowadzi do zmniejszenia, a niekiedy catkowitego zatrzymania
wydobycia ptyndéw ztozowych (Haji-Akbari, 2013; Kluk, 2018).

Obecne technologie pozwalaja na wykorzystanie réznych me-
tod usuwania osadow zanieczyszczonych substancjami ropopo-
chodnymi. Naleza do nich: dzialanie odczynnikami chemiczny-
mi, tlokowanie, ogrzewanie, czy dziatanie ultradzwigkami. Wick-
szo$¢ z nich jest jednak uznawana za zbyt kosztowne i mato efek-
tywne ze wzgledu na ztozono$¢ powstatych osadow (Gasumov,
2016). Inng metoda usuwania niektorych typow osadow moze
by¢ wykorzystanie procesow biologicznych, ktore oferujg po-
Taczenie niskich kosztow 1 wysokiej efektywnosci (Prakash et
al., 2015; Wuetal., 2017; Xia et al., 2017). Jednym z gléwnych
czynnikow decydujacych o podatnosci zanieczyszczen ropopo-
chodnych zawartych w osadach zdeponowanych w instalacjach
kopalnianych na biodegradacjg, jest budowa chemiczna weglo-
wodorow ropopochodnych (dtugos¢ tancucha, jego rozgatezie-
nia, obecnos¢ tlenu w czasteczce weglowodorow, obecno$¢ i po-
ozZenie podstawnikow, struktura i liczba pierscieni). O podatno-
sci weglowodorow alifatycznych decyduje dtugosé tancucha. Al-
kany o dhugosci tancucha n-C,;—n-C,, sa substancjami najchet-
niej wykorzystywanymi przez bakterie, natomiast alkany gazo-
we n-C,—n-C, sg rozktadane tylko przez niektore grupy mikroor-
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ganizmow. Staba rozpuszczalno$¢ w wodzie alkandéw o dtugosci
fancucha weglowego od n-C do n-C, oraz powyzej n-C,, powo-
duje obnizenie podatnos$ci na biodegradacje (Wang et al., 2016).
Weglowodory ciezkie, o dtugosci fancucha powyzej 30 atomow
wegla w czasteczee, ulegaja biodegradacji bardzo powoli. 1zo-
alkany (rozgatezione weglowodory alifatyczne) charakteryzujg
si¢ znacznie mniejszg zdolnoscig do biodegradacji w stosunku
do alkanéw, gdyz grupa metylowa podstawiona w pozycji 2 lub
3 utrudnia B-oksydacj¢. Czgsto zbyt duza liczba podstawnikow
moze spowodowac, ze na przyktad pristan i fitan sg bardzo opor-
ne na biodegradacj¢. Podstawienie weglowodorow grupa ,,-OH”
lub ,,-COOH” zwigksza ich podatno$¢ na biodegradacje. Nato-
miast podstawienie grupami ,,-CI”, ,,-NO,”, ,,-SO,H” zmniejsza
szybko$¢ biodegradacji. Cykloalkany o matych masach czastecz-
kowych (np. cykloheksan) sg rozktadane w warunkach aerobo-
wych z mniejszg skuteczno$cig niz weglowodory monoaroma-
tyczne, gdyz uszkadzajg blony komérkowe i wykazuja znaczng
toksycznos¢ w stosunku do mikroorganizméw. Weglowodory
monoaromatyczne cechuja si¢ znaczng toksycznoscig. Jednakze
w przypadku wystgpowania w niewielkich st¢zeniach sg szyb-
ko rozktadane przez wiele rodzajow bakterii i grzyboéw (Varjani,
2017). Zwiazki wielopierscieniowe o 2—4 pierscieniach w cza-
steczce, podlegaja biodegradacji z szybkoscig odwrotnie propor-
cjonalng do stopnia kondensacji pierScieni. Zwigzki o 5 lub wig-
cej skondensowanych pierscieniach naleza do trudno rozktadal-
nych na drodze biologicznej. Wymagane jest w takich przypad-
kach zastosowanie konsorcjum mikroorganizméw na bazie bak-
terii 1 grzybdw (Safdari et. al., 2018; Wang et al., 2016). Asfal-
teny 1 inne cigzkie frakcje ropy naftowej sg odporne na rozktad
mikrobiologiczny ze wzgledu na duzg mas¢ czasteczkows, ni-
ska rozpuszczalno$¢ oraz tendencje wigzania si¢ z matryca gle-
bowa (Tahhan et al., 2011; Tao K. et al., 2017).

Rownie waznym czynnikiem jest biodostepno$¢ mikroor-
ganizmow do weglowodorow ropopochodnych, ktora zalezy
od struktury odpadu, jego pochodzenia oraz od wlasciwosci
fizjologicznych mikroorganizméw (Wang et al., 2016; Wu et
al., 2017; Safdari eta al., 2018).

Zanieczyszczenia ropopochodne zawarte w badanych osa-
dach stanowig skomplikowany, wielosktadnikowy uktad i z tego
wzgledu do ich rozktadu wskazane jest zastosowanie miesza-
niny kultur bakteryjnych o rozbudowanym aparacie enzyma-
tycznym. W celu unikni¢cia antagonistycznego oddzialtywa-
nia mikroflory autochtonicznej osadu na obce kultury drobno-
ustrojow nieprzystosowane do danego $rodowiska, preferuje
si¢ sporzadzenie konsorcjow bakteryjnych na bazie uprzednio



wyizolowanych z osadu mikroorganizmow autochtonicz-
nych. Prowadzone powszechnie badania nad przyspiesze-
niem biodegradacji weglowodorow na drodze procesow bio-
technologicznych, przy wykorzystaniu aktywnych kultur bak-
teryjnych dowodzg o ich efektywnosci (Lamy et al., 2013;
Saikia 1 Deka, 2013; Sarkar et al., 2016, Sarkar et al., 2017;
Roy et. al., 2018; Safdari et al., 2018).

W celu okreslenia podatnos$ci na biodegradacje zanie-
czyszczen ropopochodnych zawartych w osadach zdepono-
wanych w instalacjach kopalnianych przeprowadzono bada-
nia respirometryczne z wykorzystaniem systemu Oxi-Top
Cotrol (Binner et al., 2012; Steliga et al., 2014). Osady pod-
dano procesowi inokulacji biopreparatami opracowany-
mi na bazie mikroorganizmow allochtonicznych w Zaktadzie
Mikrobiologii INiG — PIB. Nastepnie przeprowadzono analizy
chromatograficzne zanieczyszczen ropopochodnych zawartych
w osadach surowych i po procesie biodegradacji. Potaczenie
wynikow badan respirometrycznych i analiz chromatograficz-
nych zanieczyszczen ropopochodnych w analizowanych osadach
pozwoli na okreslenie zdolnosci do biodegradacji osadéw po-
wstalych w instalacjach wydobywczych i napowierzchniowych.

Materiat badawczy

Material badawczy stanowito 5 probek osadow (tabela 1)
pobranych z réznych czgéci instalacji kopalni ropy naftowej
zlokalizowanej na terenie pdtnocno-zachodniej Polski oraz 5
biopreparatow sporzadzonych w Zaktadzie Mikrobiologii (SM)
INiG — PIB. Osady nr 1, 2 i 3 charakteryzowaly si¢ ciemno-
brunatng barwg i mazista konsystencja. Osad nr 4 miat bru-
natng barwe i zwartg konsystencj¢. Natomiast osad nr 5 miat
ciemno brunatng barwe i posta¢ mniej mazista, co utatwialo
rozdzielanie go na drobniejsze fragmenty. Biopreparaty zosta-
ly przygotowane na bazie mikroorganizméw allochtonicznych
nalezacych do typu Actinobacteria i Proteobacteria, wyizo-

Tabela 1. Osady wykorzystane w badaniach
Table 1. Sediments used in research

artykuty

lowanych z terenéw kopaln ropy naftowej i gazu ziemnego
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi. Mikroor-
ganizmy wystepujace w biopreparatach charakteryzowaty si¢
zdolno$cia metabolizowania zanieczyszczen ropopochodnych.

Metodyka badawcza

Analiza osadow pod kgtem oznaczania substancji
nieorganicznych i organicznych oraz sktadu grupowego
z wykorzystaniem aplikacji SARA

W pierwszym etapie osady analizowano pod katem okre-
$lenia zawartosci substancji nieorganicznych i organicznych.
W tym celu z badanych osadow wydzielono frakcje organicz-
ng, poprzez rozpuszczenie w rozpuszczalniku o szerokim spek-
trum dziatania. Po przefiltrowaniu i odparowaniu rozpuszczal-
nika oznaczono zawarto$¢ substancji organicznych w bada-
nym osadzie metoda wagowa.

Analizie frakcyjnej poddano organiczne cze¢sci osadow,
ktore uprzednio wyekstrahowano za pomocg toluenu. Roz-
dzial zwigzké6w organicznych polegal na oddestylowaniu
frakcji niskowrzacych, a nastepnie rozpuszczenie uzyskanej
frakcji wrzacej powyzej 260°C w n-heptanie (Anooshe et al.,
2012). Dzigki temu nierozpuszczalne w n-heptanie asfalteny
oznaczono ilo§ciowo metoda wagowa. Z przesgczu (roztwo-
ru zwigzkow organicznych pozbawionego asfaltendw) usu-
ni¢to metoda destylacji n-heptan, po czym przystagpiono do
wydzielenia z niego kolejnych grup zwigzkow. Podczas tego
etapu analizy stosowano technik¢ kolumnowej chromatogra-
fii elucyjno-adsorpcyjnej, dzigki czemu sukcesywnie rozdzie-
lono weglowodory nasycone, aromatyczne oraz zywice, ktore
nastepnie oznaczono ilosciowo metoda wagowa (Kluk, 2018).

Badania respirometryczne
Metodyke badawcza ukierunkowano na okreslenie zdolnosci
do biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych w osadach,

Nr osadu Osad nr 1 Osad nr 2 Osad nr 3 Osad nr 4 Osad nr 5
,.,P".
Zdjecie
.. pobrany z rurociaggow . .
Migjsce wodnych na terenie wpadajacy do kolumny | pobrany z odolejacza | pobrany po tlokowaniu pobrany z mStal".lC]l
poboru Kopalni wydobywczej
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pod wptywem biopreparatow. W tym celu wykorzystano te-
sty respirometryczne przy uzyciu systemu Oxi-Top Control,
umozliwiajgce pomiar zuzycia tlenu przez mikroorganizmy
znajdujace si¢ w probee (Lamy et al., 2013; Malinska, 2016;
Wu et al., 2017). W celu wykonania pomiaru aktywnosci bio-
logicznej analizowanych osadéw w warunkach tlenowych,
analizowano probki wszystkich osadéw o masie 10 g. Prob-
ki umieszczono w naczyniach reakcyjnych, do ktérych doda-
wano biopreparaty przygotowane przez Zaktad Mikrobiolo-
gii INiG — PIB. Wykonywano identyczne testy dla wszystkich
uktadéw osad-biopreparat. Rownolegle przygotowano prob-
ki odniesienia, w ktérych oddzielnie umieszczono analizo-
wane osady oraz biopreparaty wykorzystywane w badaniach.
Wszystkie naczynia szczelnie zamknigto gldwkami pomiaro-
wymi, po czym umieszczono w cieplarce i termostatowano
w temperaturze 20°C przez 30 dni. Gtéwki pomiarowe syste-
mu Oxi-Top Control co dwie godziny odczytywaly wartosci
ci$nienia panujacego w uktadzie zamknietym. Przetwarzanie
mierzonego ci$nienia na warto$¢ zuzytego tlenu (moz) odby-
wa si¢ wedlug wzoru (1) [mg/dm’] (Steliga i Uliasz, 2014).
Zebrane dane byly odczytywane za pomocg kontrolera Oxi-
Top OC 110, a nastepnie za pomocg programu Achat OC zo-
staty transponowane do komputera, gdzie za pomoca progra-
mu Excel sporzadzono krzywe zaleznoSci ilo$ci zuzytego tle-
nu [mg/dm’] od czasu trwania eksperymentu [dni].

M(O,) T
m, = -V, +a—2)-A 1
o = RT. 7, To) P O]
gdzie:
M(0O,) —masa molowa tlenu [kg/mol],

V, — objeto$¢ wolnego gazu [m’],

R — stata gazowa [J - mol” - K],

T,, — warto$¢ pomiarowa temperatury [K],
T, —temperatura odniesienia (273,15 K),
A —wspotczynnik absorpcji (0,03103),
Ap — spadek ci$nienia w probie [Pal].

Analiza chromatograficzna zawartosci zanieczyszczen
ropopochodnych TPH

Do oznaczen weglowodoréw ropopochodnych wystepu-
jacych w osadach obejmujacych identyfikacje analitow, ilo-
sciowe oznaczanie n-alkanow (n-C—n-C,,) oraz weglowodo-
réw z grupy izoprenoidow (Pr i F) zastosowano metodg chro-
matografii gazowej. Analize chromatograficzng wykonano na
chromatografie Clarus 500 GC firmy Perkin Elmer, wyposazo-
nym w kolumng kapilarng RTX®-1 (30 m x 0,53 mm) firmy
Restek, przy zastosowaniu nastepujacych parametrow tempera-
turowych: temperatura inzektora = 290°C, temperatura detek-
tora FID = 320°C, program temperaturowy pieca: 30°C — prze-
bieg izotermiczny przez 2 min, 30-105°C — przyrost tempe-
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ratury z szybkoscig 10°C/min, 105-285°C — przyrost tempe-
ratury z szybkos$cig 5 C/min, 285°C — przebieg izotermiczny
przez 5 min. Do oznaczenia iloSciowego sumarycznej zawar-
tosci zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) zastosowano ze-
staw standardow kalibracyjnych firmy Tusnovic Instruments
(certyfikowany wzorzec: BAM KO010). Do ilosciowego ozna-
czenia poszczegolnych n-alkanéw wchodzacych w sktad za-
nieczyszczen ropopochodnych uzyto natomiast wzorcow cer-
tyfikowanych firmy Supelco i Restek (mieszanina wzorcowa
nr D2807 weglowodorow parafinowych: n-C—n-C,, oraz cer-
tyfikowanej mieszaniny wzorcowej nr A029668: Fuel Oil De-
gradation Mix n-C,,, pristan, n-C,q, fitan) (Steliga et. al 2014;
Suja et al., 2014; Steliga 1 Kluk, 2017).

Omowienie wynikow

Zawartos¢ substancji nieorganicznych i organicznych
oraz ich sktad grupowy na podstawie analizy SARA

W celu analizy zdeponowanych osadow, pod katem za-
wartosci substancji nieorganicznych i organicznych, przepro-
wadzono rozpuszczania frakcji weglowodorowej w dichloro-
metanie (rys. 1).
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osad nr5 ‘ ‘ ‘ M substancje nieorganiczne
‘ ‘ ‘ substancje organiczne
osad nr4 ‘ ‘
osad nr 3 ‘ ‘ ‘ ‘
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Rys. 1. Zawarto$¢ substancji organicznych i nieorganicznych
w badanych osadach

Fig. 1. The content of organic and inorganic substances in the
tested sediments

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze w sklad ba-
danych osadow wchodza gtownie substancje organiczne,
gdyz oznaczono je w ilosciach od 61% (osad nr 5) — 91%
(osad nr 4). Sposroéd badanych osadéw najwigcej substancji
nieorganicznych zawierat osad nr 5 (28,5% wag.) oraz osad nr 1
(22,7% wag.). Natomiast najmniej — nr 4 (5,1% wag.).

Analiza sktadu frakcyjnego wykazata, ze osady nr 1, 2, 3
i 5 zbudowane sg w najwigkszym stopniu z weglowodorow
alifatycznych. Zawarto$¢ weglowodorow aromatycznych,
zywic 1 asfaltendéw w tych osadach jest niewielka. Inny jest
sktad osadu nr 4, w ktérym odnotowano stosunkowo duze
zawartosci weglowodoréw aromatycznych, zywic i asfalte-
now (rys. 2).
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Rys. 2. Zawartos¢ frakcji organicznych w osadach

Fig. 2. The content of organic fraction in sediments

Analiza wynikow testow respirometrycznych oraz analiz
chromatograficznych

Wzrost aktywnosci mikrobiologicznej w §rodowisku reak-
cyjnym $wiadczy o wykorzystywaniu przez mikroorganizmy
wegla zawartego w organicznej czgsci osadu jako zrodta pokar-
mu. Wynikiem zwigkszonej aktywnosci biologicznej jest wzrost
zuzycia tlenu przez mikroorganizmy w czasie, czego konse-
kwencja jest biodegradacja substancji organiczych zawartych
w osadzie. Do sporzadzenia wykresow zaleznos$ci zuzycia tle-
nu przez mikroorganizmy w trakcie trwania eksperymentu za-
stosowano usredniong warto$¢ z catodobowego pomiaru (Bin-
ner et al., 2012; Ozimek 1 Kope¢, 2012). Na podstawie uzyska-
nych wynikéw testu respirometrycznego okreslono wplyw in-
okulacji osadow wybranymi biopreparatami na przebieg pro-
cesu biodegradacji. Zakres pomiarowy testow respirometrycz-
nych zawiera si¢ w granicach 0-4000 mg/dm’ wydzielonego
tlenu. Doktadno$¢ otrzymanych wynikéw ksztaltuje si¢ nato-
miast na poziomie +1% mierzonej warto$ci =1 hPa. Uzyskane
wyniki pozwolity na wytypowanie najbardziej efektywnego
biopreparatu umozliwiajacego rozktad weglowodorow ropopo-
chodnych w analizowanych probkach osadow (Varjani, 2017).

Istotnym elementem umozliwiajagcym ocene efektywnos$ci
procesu biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych jest wy-
korzystanie metod chromatograficznych. Analizy chromatogra-
ficzne umozliwity zidentyfikowanie i okre$lenie zawarto$ci po-
szczegblnych n-alkanéw w osadach surowych oraz po przepro-
wadzeniu testu biodegradacji, z zastosowaniem najbardziej sku-
tecznego biopreparatu, co pozwolito na okreslenie stopnia bio-
degradacji zanieczyszczen ropopochodnych (Tao et al., 2017).

Po 30 dniach testu przeprowadzonego dla osadu nr 1 (rys. 3a)
najwigksze zuzycie tlenu odnotowano dla probki inokulowanej
biopreparatem IV (1949 mg O,/dm’). Najmniej skuteczny oka-
zal si¢ biopreparat V (1103 mg O,/dm”*). Aktywnos$¢ mikrobio-
logiczna probek osadu nr 1 inokulowanych biopreparatem I i II1
ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie i wynosita odpowied-
nio: 1624 mg O,/dm’i 1700 mg O,/dm’. W celu zobrazowania
skutecznoS$ci przebiegu biodegradacji osadu nr 1 (za pomoca
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bakterii autochtonicznych) zamieszczono chromatogram obra-
zujacy zmiang zawartosci n-alkanow spowodowany inokula-
cja najbardziej skutecznym biopreparatem nr IV (rys. 6). Ana-
liza chromatograficzna wykazata, ze podczas inokulacji osadu
nr 1, prowadzonej przez 30 dni biopreparatem IV, najszybciej
zachodzi biodegradacja weglowodorow alifatycznych o dtugo-
$ci tancucha weglowego n-Cg do n-C,, (31-48%). Weglowodo-
ry n-C,, do n-C;, rowniez ulegaja biodegradacji w zadowala-
jacym stopniu (33—14%), jednak mniejszym anizeli weglowo-
dory od n-C do n-C,;. Weglowodory zawierajace powyzej 30
atomow wegla w czasteczce, ktore naleza do zwigzkow trudno
biodegradowalnych, ulegajg rozktadowi w znacznie nizszym
stopniu (3—13%), podobnie jak weglowodory z grupy izopre-
noidow (pristan — 10% 1 fitan — 9%). Natomiast stopien reduk-
cji weglowodorow niezidentyfikowanych wynosit 28%. Ponad-
to wyniki analiz chromatograficznych wykazaty, ze pod wpty-
wem inokulacji osadu nr 1 biopreparatem IV, uzyskano obni-
zenie zawartosci TPH w probcee o0 27,12%.

Osady nr 2 i 3 charakteryzowaly si¢ podobnym rozkladem
zawartosci n-alkanow (rys. 7, 8) i podobng aktywnos$cig mikro-
biologiczng pod wptywem biopreparatéw (rys. 3b, 4a). Zardwno
dla osadu nr 2 jak i osadu nr 3 najwieksze zuzycie tlenu w trakcie
trwania eksperymentu odnotowano dla probek inokulowanych
biopreparatem IV i wynosito ono odpowiednio: 1638 mg O,/dm’
i 1539 mg O,/dm’. Najmniej skuteczny dla osadu nr 2 okazal
si¢ biopreparat V (1221 mg O,/dm®), a dla osadu nr 3 — biopre-
parat III (1149 mg O,/dm*). Przeprowadzona analiza chroma-
tograficzna wykazata, ze przebieg rozktadu n-alkanow w osa-
dzie nr 2 i 3 jest porownywalny. Stopien biodegradacji weglo-
wodorow alifatycznych o dlugoscei tancucha weglowego n-Cg do
n-C,, przy uzyciu biopreparatu IV wynosi od 29 do 40% w osa-
dzie nr 2 i od 26 do 35% w osadzie nr 3. Obnizenie zawartosci
weglowodoréw n-C,, do n-C, ksztaltuje si¢ na poziomie od 25
do 14% w osadzie nr 2 oraz 23 do 14% w osadzie nr 3. Trudno
biodegradowalne weglowodory, to jest zawierajace powyzej 30
atomow wegla oraz weglowodory z grupy izoprenoidéw ulega-
ty rozktadowi w znacznie mniejszym stopniu odpowiednio: dla
osadu nr 2 n-C,, do n-C,, = 13-5%, P = 8%, F = 7% dla osadu
nr 3 n-C;; do n-C,,= 13-5%, P = 6%, F = 5%. Stopien biode-
gradacji TPH w osadzie nr 2 i 3 wynosit 23 1 21%. Obnizenie
zawarto$ci weglowodordéw niezidentyfikowanych ksztattowa-
lo si¢ natomiast na poziomie 25 i 21%.

Osad nr 4 byt trudno biodegradowalny ze wzgledu na duza
zawartos¢ weglowodorow aromatycznych, zywic, asfaltenow
1 ciezkich weglowodorow o dtugosci tancucha weglowego n-C,,
do n-C,, (Tahhan et al., 2011; Sarkar et al., 2017). Wyniki te-
stow respirometrycznych przeprowadzonych dla osadu nr 4
(rys. 4b) wykazatly, ze zuzycie tlenu po 30 dniach eksperymen-
tu jest najwyzsze w probce inokulowanej biopreparatem 1V
(621 mg O,/dm*), mimo iz byto ono niskie w poréwnaniu
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Rys. 3. Zalezno$¢ iloéci zuzytego tlenu [mg/dm?] od czasu a) osadu nr 1 i osadu nr 1 z biopreparatami; b) osadu nr 2 i osadu nr 2
z biopreparatami

Fig. 3. The dependence of the amount of oxygen consumed [mg/dm’] from time for; a) sediment No. 1 and sediment No. 1 with
biopreparations, b) sediment No. 2 and sediment No. 2 with biopreparations
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Fig. 4. The dependence of the amount of oxygen consumed [mg/dm’] from time for; a) sediment No. 3 and sediment No. 3 with
biopreparations, b) sediment No. 4 and sediment No. 4 with biopreparations
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do zuzycia przez pozostate osady. Specyficzna budowa ana-
lizowanego osadu sprawia, ze proces biodegradacji zachodzi
w niewielkim stopniu. Na podstawie analizy chromatogra-
ficznej przeprowadzonej dla osadu nr 4 przed i po inokulacji
biopreparatem IV (rys. 9) obliczony stopien biodegradacji TPH
wynosit 6,5%. Weglowodory niezidentyfikowane udato si¢ zre-
dukowac o 6%. Podobnie jak w pozostatych przypadkach naj-
fatwiej biodegradowalne okazaty si¢ weglowodory alifatyczne
o dtugosci tancucha weglowego n-Cg do n-C ¢ (27-11%), n-C,
do n-C;, (11-6%) i n-Cs; do n-C,, (6-2%).

Najwieksze zuzycie tlenu (w trakcie trwania eksperymen-
tu) odnotowano dla osadu nr 5 z dodatkiem biopreparatu IV
i wynosito po 30 dniach 3031 mg/dm’ (rys. 5). Najmniejszy
wzrost aktywno$ci mikrobiologicznej w srodowisku reakcyj-
nym stwierdzono dla probki inokulowanej biopreparatem V (zu-
zycie tlenu 1240 mg O,/dm®). Ilo$¢ zuzytego tlenu po 30 dniach



eksperymentu w probkach osadu nr 5 inokulowanych biopre-
paratem I, II, i III wynosita odpowiednio: 1889 mg O,/dm’,
1818 mg O,/dm’® i 2455 mg O,/dm’. Skutecznos$¢ przebiegu
biodegradacji osadu nr 5 ilustruje chromatogram przedsta-
wiajacy zmiany zawartos$ci n-alkanéw w osadzie przed i po
inokulacji biopreparatem IV (rys. 10). Analiza chromatogra-
ficzna wykazata, ze zawarto§¢ weglowodoréw alifatycznych
o dtugosci tancucha weglowego n-Cg do n-C,; w osadzie nr 5
po inokulacji biopreparatem IV zmalata o 59-37%. Weglo-

18000

artykuty

wodory z zakresu n-C,, do n-C;, rowniez ulegly biodegrada-
cji w zadowalajgcym stopniu, to jest 35-14%. Weglowodory
cigzkie (n-C,,—n-C,, ) ulegly natomiast redukcji w granicach
13-3%. Ponadto analiza chromatograficzna wykazata, ze za-
warto$¢ weglowodorow z grupy izoprenoidow: pristanu i fi-
tanu zmalata o odpowiednio 12 1 11%. Stopien biodegradacji
TPH w prébee osadu nr 5 pod wpltywem biopreparatu [V wy-
nosit 38,8%, a zawarto§¢ weglowodoréow niezidentyfikowa-
nych zmalala 0 28%.
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Rys. 6. Analiza chromatograficzna osadu nr 1 przed i po inokulacji biopreparatem IV

Fig. 6. Chromatographic analysis of sediment No. 1 before and after inoculation with IV biopreparation
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Rys. 7. Analiza chromatograficzna osadu nr 2 przed i po inokulacji biopreparatem IV

Fig. 7. Chromatographic analysis of sediment No. 2 before and after inoculation with IV biopreparation
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Rys. 8. Analiza chromatograficzna osadu nr 3 przed i po inokulacji biopreparatem IV

Fig. 8. Chromatographic analysis of sediment No. 3 before and after inoculation with IV biopreparation
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Rys. 9. Analiza chromatograficzna osadu nr 4 przed i po inokulacji biopreparatem IV

Fig. 9. Chromatographic analysis of sediment No. 4 before and after inoculation with IV biopreparation
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Rys. 10. Analiza chromatograficzna osadu nr 5 przed i po inokulacji biopreparatem IV

Fig. 10. Chromatographic analysis of sediment No. 5 before and after inoculation with IV biopreparation

Whioski

Po analizie sktadu badanych osadéw oraz zaleznos$ci zu-

zytego tlenu od czasu trwania reakcji mozna wysungé naste-

pujace wnioski:

1.

36

Osady pobrane z réznych cze¢$ci instalacji kopalni ropy naf-
towej znacznie roznig si¢ mi¢dzy sobg zawartoscig substan-
cji nieorganicznych i organicznych, sktadem frakcyjnym
oraz rozktadem zanieczyszczen ropopochodnych (TPH).

. Aktywno$¢ biologiczna osadu zalezy od jego sktadu. Osa-

dy, w ktorych sktad wchodzg w znacznej czesci weglowo-
dory alifatyczne, tatwiej ulegajg biodegradacji anizeli osady
dla ktérych odnotowano znaczne zawartosci trudno biode-
gradowalnych weglowodorow aromatycznych, zywic czy
asfaltenow (Wang et al., 2016; Tao et al., 2017).

. Dodatek biopreparatéw do badanych osadow zwigkszat ich

aktywnos$¢ biologiczng. Wyniki testow wskazujg, ze biode-
gradacja organicznej czg$ci analizowanych osadow najszyb-
ciej zachodzi pod wplywem inokulacji biopreparatem IV,
o czym $wiadczy wzrost zuzycia tlenu w trakcie trwania eks-
perymentu do poziomu: osad nr 1 — 1949 mg O,/dm’, osad
nr 2 — 1638 mg O,/dm’, osad nr 3 — 1539 mg O,/dm’, osad
nr 4 — 621 mg O,/dm’ oraz osad nr 5 — 3031 mg O,/dm’.

Nafta-Gaz, nr 1/2019

4. Sposrod wszystkich osadéw najtatwiej biodegradowalny

okazat si¢ osad nr 5 (38,8%), z kolei najnizszy stopien bio-
degradacji odnotowano dla osadu nr 4 (6,5%).

. Biodegradacja najbardziej intensywnie zachodzi dla weglo-

wodorow alifatycznych o dlugo$ci tancucha n-Cg do n-Cg.
Weglowodory z zakresu n-C,, do n-C,, rowniez ulegajg bio-
degradacji w zadowalajacym stopniu, jednak mniejszym
anizeli weglowodory z zakresu n-Cg do n-C ;. Weglowo-
dory zawierajace powyzej 30 atomow wegla w czastecz-
ce, ktore naleza do zwigzkéw trudno biodegradowalnych,
ulegaja rozktadowi w znacznie nizszym stopniu, podob-
nie jak weglowodory z grupy izoprenoidéw (pristan i fitan)
(Tahhan et al., 2011; Wang et al., 2016; Tao et al., 2017).

Literatura
Anooshe A., Hassanvad M., Shahsavani B., 2012. Study of tempera-

ture effect on asphaltene precipitation by visual and quantitative
methods. Journal of Petroleum Technology and Alternative Fuels,
3: 8-18. DOI: 10.5897/JPTAF11.035.

Binner E., Bohm K., Lechner P., 2012. Large scale study on mea-

surement of respiration activity (AT,) by Sapromat and Oxi-
Top. Waste Menagement, 32: 1752—1759. DOI: 10.1016/j.was-
man.2012.05.024.

Gasumov R.A., 2016. The specifics of operating minor deposits (as

given by the examples of gas condensate deposits of the Northern



Caucasus. Journal of Mining Institute, 220: 556-563. DOI:
10.18454/PM1.2016.4.556.

Haji-Abkari N., Teeraphapkul P., Fogler G.S., 2014. Effect of asphaltene
concentration on the aggregation and precipitation tendency of as-
phaltene. Energy & Fuels, 28: 909-919. DOI: 10.1021/ef4021125.

Haji-Akbari N., Masirisuk P., Hoepfner M. P., Fogler H.S., 2013.
A unified model for aggregation of asphaltenes. Energy & Fuels,
27: 2497-2505. DOI: 10.1021/ef4001665.

Jublee J., Suparna M., 2015. Characterization of oily sludge from a refin-
ery and biodegradability assessment using various hydrocarbon de-
grading strains and reconstituted consortia. Journal of Environmental
Menagement, 149: 118—125. DOI: 10.1016/j.jenvman.2014.10.007.

Kluk D., 2014. Oznaczanie sktadu ropy naftowej z wykorzystaniem
aplikacji SARA. Nafta-Gaz, 10: 684—689.

Kluk D., 2018. Klasyfikacja osadow deponowanych w instalacjach
kopalnianych pod katem doboru metod ich usuwania. Nafta-Gaz,
3:193-200, DOI: 10.18668/NG.2018.03.03.

Lamy E., Chi Tran T., Mottelet S., Panss A., Schoefs O. 2013. Re-
lationships of respiratory quotient to microbial biomass and
hydrocarbon contaminant degradation during soil bioremediation.
International biodeterioration & biodegradation, 83: 85-91. DOI:
10.1016/j.ibiod.2013.04.015.

Lubas J., Biaty S., Warnecki M., 2012. Asfalteny w problematyce
wydobycia ropy naftowej. Prace Naukowe Instytutu Nafty i Gazu
— Panstwowego Instytutu Badawczego, 179: 1-121.

Maliniska K., 2016. Application of a modified OxiTop® respirometer
for laboratory composting studies. Archives of Environmental Pro-
tection, 42(1): 56-62. DOI: 10.1515/aep-2016-0007.

Ozimek A., Kope¢ M., 2012. Ocena aktywnosci biologicznej biomasy
na réznych etapach procesu kompostowania przy uzyciu systemu
pomiarowego OxiTop Control. Acta Agrophysica, 19(2): 379-390.

Prakash V., Saxena S., Sharma A., Singh S., Singh S.K., 2015. Treat-
ment of Oil Sludge Contamination by Composting. Journal of
Bioremediation & Biodegradation, 6(3): 1-6. DOI: 10.4172/2155-
6199.1000284.

Roy A., Dutta A., Pal S., Gupta A., Sarkar J., Chatterjee A., Saha A.,
Sarkar P., Sar, Kazy S.K., 2018. Biostimulation and bioaugmenta-
tion of native microbial community accelerated bioremediation
of oil refinery sludge. Bioresource Technology, 253: 22-32. DOLI:
10.1016/j.biortech.2018.01.004.

Safdari M-S., Kariminia H-R., Rahmati M., Fazlollahi F., Polasko A.,
Mahendra S., Wilding, W.V.. Fletcher T.H. 2018. Development
of bioreactors for comparative study of natural attenuation, bio-
stimulation, and bioaugmentation of petroleum-hydrocarbon
contaminated soil. Journal of Hazardous Materials, 342: 270-278.
DOI: 10.1016/j.jhazmat.2017.08.044.

Saikia R.R., Deka S., 2013. Removal of hydrocarbon from refinery
tank bottom sludge employing microbial culture. Environmental
Science and Pollution Research, 20: 9026-3033. DOI: 10.1007/
s11356-013-1888-2.

artykuty

Sarkar J., Kazy S.K, Gupta A., Dutta A., Mohapatra B., Roy A.,
Bera P, Mitra A., Sar P., 2016. Biostimulation of indigenous micro-
bial community for bioremediation of petroleum refinery sludge.
Front. Microbiol., 7: 1-20. DOI: 10.3389/fmicb.2016.01407.

Sarkar P., Roy A., Mohapatra B., Pal S., Kazy S.K., Maiti M.K., Sar P.,
2017. Enrichment and characterization of hydrocarbon-degrading
bacteria from petroleum refinery waste as potent bioaugmentation
agent for in situ bioremediation. Bioresource Technology, 242:
11-27. DOI: 10.1016/j.biortech.2017.05.010.

Steliga T., Jakubowicz P., Kapusta P., 2012. Changes in toxicity dur-
ing in situ bioremediation of weathered drill wastes contaminated
with petroleum hydrocarbons. Bioresour. Technol., 125: 1-10.
DOI: 10.1016/j.biortech.2012.08.092.

Steliga T., Kluk D., 2017. Ocena sktadu zanieczyszczen gleb skazo-
nych TPH 1 WWA pod katem opracowania Technologii ich biore-
mediacji, Prace Naukowe Instytutu Nafty i Gazu — Panstwowego
Instytutu Badawczego, 215: 1-211. DOI: 10.18668/PN2017.215.

Steliga T., Uliasz M., 2014. Spent drilling muds management and
natural environment protection. Mineral Resoureces Management,
30(2): 135-155. DOI: 10.2478/gospo-2014-0011.

Suja F., Rahim F., Taha M.R, Hambali N., Razali M.R., Khalid A.,
Hamzah A., 2014. Effects of local microbial bioaugmentation
and biostimulation on the bioremediation of total petroleum
hydrocarbons (TPH) in crude oil contaminated soil based on
laboratory and field observations. Int. Biodeterior. Biodegrad.,
90: 115-122. DOLI: 10.1016/j.ibiod.2014.03.006.

Tahhan R.A. Ammari T.G., Goussous S.J., Al-Shdaifat H.I., 2011.
Enhancing the biodegradation of total petroleum hydrocarbons in
oily sludge by a modified bioaugmentation strategy. /nt. Biodete-
rior. Biodegrad., 65: 130-134. DOI: 10.1016/j.ibiod.2010.09.007.

Tao K., Liu X., Chen X, Hu X., Cao L., Yuan X., 2017. Biodegrada-
tion of crude oil by a defined co-culture of indigenous bacterial
consortium and exogenous Bacillus subtilis. Bioresource Tech-
nology, 224: 327-332. DOI: 10.1016/j.biortech.2016.10.073.

Varjani S.J., 2017. Microbial degradation of petroleum hydrocar-
bons. Bioresource Technology, 223: 277-286. DOI: 10.1016/].
biortech.2016.10.037.

Wang S.Y., Kuo Y.Ch., Hong A., Chang Y.M., Kao M., 2016. Bio-
remediation of diesel and lubricant oil-contaminated soils using
enhanced landfarming system. Chemosphere, 164: 558-567. DOL:
10.1016/j.chemosphere.2016.08.128.

Wu M., Li W,, Dick W., Ye X., Chen K., Kost D., Chen L., 2017:
Bioremediation of hydrocarbon degradation in a petroleum-
contaminated soil and microbial population and activity deter-
mination. Chemosphere, 169: 124—130. DOI: 10.1016/j.chemo-
sphere.2016.11.059.

XiaM., LiuY., Taylor A., Fu D., Khan A.R., Terry N., 2017. Crude oil
depletion by bacterial strains isolated from a petroleum hydrocar-
bon impacted solid waste management site in California. /nt. Bio-
deterior. Biodegr. 123: 70-77. DOI: 10.1016/j.ibiod.2017.06.003.

Dr hab. inz. Teresa STELIGA, prof. INiG — PIB
Kierownik Zaktadu Technologii Eksploatacji

Ptynéw Ztozowych

Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Lubicz 25 A

31-503 Krakow

E-mail: teresa.steliga@inig.pl

Mgr Katarzyna WOJTOWICZ

Asystent w Zaktadzie Technologii Eksploatacji
Plynow Ztozowych

Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Lubicz 25 A

31-503 Krakow

E-mail: katarzyna.wojtowicz@inig.pl

Nafta-Gaz, nr 1/2019 37



