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BIODEGRADACJA WYBRANYCH PRODUKTOW
NAFTOWYCH W ZMIENNYCH WARUNKACH
TEMPERATURY I PH SRODOWISKA

Matgorzata Hawrot-Paw
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny

Streszczenie. W pracy badano podatno$¢ wybranych produktéw naftowych na rozktad przy
udziale wyselekcjonowanych szczepdw bakterii z rodzaju Pseudomonas sp. i Bacillus sp.
Doswiadczenia prowadzono na ptynnych podtozach hodowlanych. Stwierdzono, ze badane
produkty wykazywatly zréznicowana podatnos¢ na biodegradacjg — maksymalne warto$ci
miescity si¢ w zakresie od 65% dla oleju przektadniowego, poprzez 87% dla oleju napg-
dowego, do 91% dla oleju silnikowego po 28 dniach inkubacji. Wyniki badan wskazuja
na wysoce istotny wptyw czynnikow $rodowiska: temperatury i pH, na szybkos¢ i efek-
tywno$¢ przebiegu procesu biodegradacji. Optymalne warunki dla badanych produktow to
odczyn srodowiska w zakresie 6,5-8 oraz temperatura 10-25°C.

Stowa kluczowe: biodegradacja, mikroorganizmy, produkty ropopochodne

WSTEP

Mikrobiologiczny rozktad weglowodoréw w srodowisku zwiazany jest z szeregiem
fizycznych i chemicznych czynnikéw takich jak stgzenie i struktura chemiczna skazenia,
wlasciwosci fizyko-chemiczne gleby, zawarto$¢ soli biogennych, wilgotno$é, dostgpnosc
tlenu, zawarto$¢ zwiazkow organicznych oraz temperatura i pH gleby.

Temperatura wptywa na fizyczne i chemiczne wtasciwosci sktadnikow oleju, na tempo
metabolizowania weglowodorow przez mikroorganizmy oraz na sktad ich populacji
[Atlas 1981]. Optymalna temperatura dla biodegradacji wegglowodoréw ropopochodnych
wynosi 25-30°C [Fu i in. 1996, Eriksson i in. 1998], przy czym proces ten moze zacho-
dzi¢ w temperaturze 0°C [Traxler 1973 za Atlas 1981], a nawet przy 75°C [Chen i Taylor
1997]. Niskie temperatury powoduja zmniejszenie rozpuszczalnosci weglowodoréw
i obnizaja szybkos¢ dziatania enzymoéw [Zhou i Crawford 1995], natomiast temperatury
zbyt wysokie zwigkszaja aktywnos¢ weglowodorow w stosunku do bton komérkowych
bakterii, a tym samym powoduja wzrost ich toksycznosci [Bossert i Bartha 1984].
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Odczyn srodowiska wplywa na szybko$¢ i kierunek proceséw biologicznych w gle-
bie [Turek-Szytow i in. 1998]. Jak podaje Siuta [1993], mikroorganizmy rozktadajace
weglowodory wymagaja §rodowiska o pH 6,0-9,9, przy czym optymalny zakres wynosi
6,5-7,5. Jest to odczyn sprzyjajacy rozwojowi bakterii, ktore odgrywaja zasadnicza rolg
w procesie biodegradacji, a ograniczajacy wzrost grzybow. Bakteryjny szlak rozktadu jest
stosunkowo szybki, efektywny i bezpieczny, w przeciwienstwie do biodegradacji przy
udziale grzybow, w wyniku ktorej moga pojawiac si¢ szkodliwe, biologicznie czynne
formy epoksydowe [Maliszewska-Kordybach 1987, Cerniglia 1992].

W prezentowanej pracy badano wptyw wybranych czynnikow $rodowiska (tempe-
ratury i pH) na efektywno$¢ rozktadu roznych produktow ropopochodnych przy udziale
mikroorganizmoéow aktywnych w procesie ich biodegradacji.

MATERIAL I METODY

W badaniach uzyte zostaty trzy produkty naftowe: olej napgdowy pobrany z dystrybu-
tora stacji paliw, olej silnikowy (Mobil Super) o klasie lepkosci API SJ/CF (SAE 15W/40)
wyprodukowany przez Mobil Oil Corporation oraz olej przektadniowy (Hipol) o klasie
lepkosci API GL5 (SAE 85W/90).

W doswiadczeniach wykorzystano trzy szczepy bakterii wyizolowane z gleb skazo-
nych produktami ropopochodnymi. Przydatnos¢ tych szczepéw — oznaczonych jako BS
101 (Pseudomonas sp.), BS 126 i BS 135 (Bacillus sp.) — pod katem ich zastosowania
w procesie biodegradacji oleju napedowego zostata oceniona i opisana we wczesniejszej
publikacji [Hawrot i Nowak 2003].

Doswiadczenie prowadzono w kolbach stozkowych o pojemnosci 300 ml, zawieraja-
cych 50 ml pozywki mineralnej o sktadzie (g - I''): K,HPO, — 4,35, KH,PO, — 1,7, MgSO,
-0,2, NH,Cl-2,1, MnSO, — 0,05, FeSO, - H,0 - 0,01, CaCl, - 2H,0 — 0,03, plus woda
destylowana — 1000 cm’, oraz 2500 mg badanego produktu ropopochodnego. Hodowle
z pozywka o pH 5, 6,5 oraz 8 inkubowano w temperaturze 5°C, 25°C i 35°C. Pozywki
zaszczepiono 48-godzinnym inokulum bakteryjnym. Pozywka nieszczepiona stanowita
kontrolg. Dla wszystkich kombinacji przygotowano trzy powtorzenia. Doswiadczenie
prowadzono w okresie 28 dni. W odstgpach 7-dniowych wykonywano analizy chemiczne
— pomiar pozostalosci olejoéw w podtozu hodowlanym.

Zawarto$¢ produktow naftowych w podtozu oceniano po ekstrakcji pentanem. W tym
celu do 50 ml pozywki umieszczonej w rozdzielaczu o pojemnosci 500 ml dodawano
200 ml pentanu i cato§¢ wytrzasano przez 15 min. Rozdzielacz pozostawiano do momentu
rozdzielenia faz. Po rozwarstwieniu fazg pentanowa przesaczano przez bezwodny siarczan
sodowy (Na,SO,), a nastepnie odparowywano w aparacie Kudern-Danisha w temperatu-
rze 60°C. Pozostaly po odparowaniu pentanu olej oznaczano wagowo. Przy obliczaniu
wynikow uwzgledniono straty substratu w wyniku proceséOw abiotycznych w probach
kontrolnych — nieszczepionych.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac program kompute-
rowy Statistica ver. 5.1. Przygotowano wieloczynnikowa analiz¢ wariancji na poziomie
istotnosci p < 0,05.
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WYNIKI

Analiza statystyczna wykazala wysoce istotny wplyw temperatury i pH $rodowiska
na szybko$¢ biodegradacji produktow ropopochodnych w stosunku do wszystkich bada-
nych szczepow (tab. 1).

Tabela 1. Wyniki statystycznej analizy dla biodegradacji produktow ropopochodnego
Table 1. Results of statistical analysis for the biodegradation of selected petroleum products

Czynnik Liczba stopni  Srednia £ Liczba stopni Srednia Wartos¢ F Warto$¢
nr swobody kwadratow ~ swobody btedu  kwadratow F value p<0,05
Factor  Number of Mean square Number of btedu p value
independent sum independent Mean square p=<0.05
variables variables for error sum for error
Factor
Szczep BS 101 — Strain BS 101
1 2 17,93453 54 0,007302  2456,036 0,00
2 2 9,17461 54 0,007302 1256,413 0,00
2 3,31458 54 0,007302 453,913 0,00
12 4 13,69246 54 0,007302 1875,108 0,00
13 4 8,25864 54 0,007302 1130,975 0,00
23 4 9,22760 54 0,007302 1263,670 0,00
1-2-3 8 3,20315 54 0,007302 438,655 0,00
Szczep BS 126 — Strain BS 126
1 2 15,17778 54 0,093739 161,9149 0,00
2 2 8,70679 54 0,093739 92,8831 0,00
2 47,81585 54 0,093739  510,0940 0,00
12 4 2,97806 54 0,093739 31,7696 0,00
13 4 3,10232 54 0,093739 33,0952 0,00
23 4 12,82005 54 0,093739 136,7628 0,00
1-2-3 8 2,48025 54 0,093739 26,4590 0,00
Szczep BS 135 — Strain BS 135
1 2 20,64211 54 0,139069 148,4307 0,00
2 2 4,99387 54 0,139069 35,9093 0,00
2 25,14980 54 0,139069 180,8441 0,00
12 4 2,29964 54 0,139069 16,5360 0,00
13 4 1,84273 54 0,139069 13,2504 0,00
23 4 10,82272 54 0,139069 77,8227 0,00
123 8 2,14430 54 0,139069 15,4190 0,00

Czynniki: 1 — pH, 2 — temperatura, 3 — rodzaj produktu ropopochodnego.
Factors: 1 — pH, 2 — temperature, 3 — kind of petroleum products.
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Najwyzszy stopien — 86,53%, biodegradacji oleju napedowego w hodowli ze szcze-
pem BS 101 oznaczono w temperaturze 25°C, przy pH 6,5 (rys. 1). Poziom biodegradacji
oleju silnikowego, zaleznie od temperatury oraz zastosowanego pH, miescit si¢ w grani-
cach 18-95%; najwyzsza wartos$¢ (94,87%) oznaczono w temperaturze 5°C, przy pH 6,5.
W przypadku oleju przektadniowego Hipol biodegradacja przy pH 5 przebiegata stabo,
natomiast przy pH 6,5, niezaleznie od temperatury, byta wyzsza srednio o 47-72%. Przy
pH 8 biodegradacja przebiegata najintensywniej w temperaturze 25°C. W tych warun-
kach oznaczono ponad 65-procentowy ubytek oleju w podtozu.
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Rys. 1. Efekt biodegradacji produktow naftowych przy udziale szczepu BS 101
Fig. 1. Biodegradation of petroleum products with the participation of strain BS 101

W hodowli ze szczepem BS 126 najwyzszy stopien biodegradacji oleju napgdowego
— 89,92%, stwierdzono w kombinacji 25°C i pH 8 (rys. 2). W przypadku oleju silniko-
wego najwigksze zmiany obserwowano przy pH 6,5. W temperaturze 5°C i przy pH 6,5
po 28 dniach inkubacji biodegradacji ulegto niemal 87% substratu. Najwigksze zmiany
w zawarto$ci oleju przekladniowego w hodowli ze szczepem BS 126 okreslono dla
temperatury 25°C i pH 6,5 — wyniosty one 38,79%.
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Rys. 2. Efekt biodegradacji produktéw naftowych przy udziale szczepu BS 126
Fig. 2. Biodegradation of petroleum products with the participation of strain BS 126

Biodegradacja oleju napgdowego przez szczep BS 135 najbardziej efektywnie prze-
biegata w temperaturze 25°C i przy pH 6,5 (rys. 3). Najwyzszy ubytek oleju silniko-
wego stwierdzono w 5°C i przy pH 6,5 — 86,35% po 28 dniach inkubacji. W pozostatych
kombinacjach — poza 5°C oraz pH 5 — niezaleznie od stosowanej temperatury i odczynu
podloza, biodegradacja oleju nie przekroczyla 33%. Olej przektadniowy ulegal biode-
gradacji w niewielkim stopniu — maksymalnie byto to ok. 36,79% w temperaturze 25°C
przy pH 6,5.
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Rys. 3. Efekt biodegradacji produktow naftowych przy udziale szczepu BS 135
Fig. 3. Biodegradation of petroleum products with the participation of strain BS 135

DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze produkty ropopochodne
stanowiace substrat w procesie biodegradacji wykazuja zréznicowana podatno$¢ na
rozktad. Niezaleznie od szczepu bakterii, rozktadowi w najwigkszym stopniu ulegaly olej
napgdowy — w zakresie 21-90%, oraz olej silnikowy — w zakresie 14-95%. Najmniejszy
ubytek substratu odnotowano w hodowlach z olejem przektadniowym Hipol; maksy-
malna biodegradacja, w hodowli ze szczepem BS 101, wynosita tu ok. 65%, natomiast
dla szczepu BS 126 bylo to maksymalnie 39%, a dla BS 135 — 37%. Liczni autorzy
[Furdyn i Kawala 1996, Sliwka i in. 1997, Lebkowska i in. 1997, Kotwzan i in. 1997,
Bieszkiewicz i in. 1999, Sztompka 1999] podatno$¢ na biodegradacje wiaza z budowa
chemiczna i masa czasteczkowa weglowodorow wchodzacych w sktad produktow nafto-
wych, inni za§ [Neryng 1976] tacza to ze specyficznoscia substratowa mikroorganizmow
wobec réznych weglowodoréw. Rozktad przy udziale mikroorganizméw stanowi wigc
wypadkowa migdzy wlasciwosciami chemicznymi substancji ropopochodnych a swo-
istym systemem enzymatycznym danego szczepu.

Wyniki badan prezentowanych w niniejszej pracy wskazuja na wysoce istotny wptyw
czynnikow $srodowiska: temperatury i pH, na szybko$¢ i efektywnos$¢ przebiegu procesu
biodegradacji. Takie wnioski prezentuja rowniez inni autorzy [Atlas 1981, Bossert i Bartha
1984, Turek-Szytow i in. 1998, Bieszkiewicz i in. 1999, Sztompka 1999]. Optymalne
warunki biodegradacji odnotowano w zakresie temperatur 5-25°C przy pH 6,5-8. Istotny
wplyw na uzyskane wyniki mogta mie¢ m.in. zmiana parametréow fizycznych badanych
produktow naftowych inkubowanych w réznych temperaturach.

Efektywna biodegradacja w 5°C — podobnie jak w badaniach Margesin i Schinnera
[1997] — oznacza, ze odpowiednio dobrane mikroorganizmy moga rozktada¢ produkty
ropopochodne w warunkach, ktore wykraczaja poza przyjety przez wigkszos$¢ autorow
zakresem 20-30°C [Siuta 1993, Zhou i Crawford 1995, Fuiin. 1996, Demque i in. 1997].
Zakres pH 6,5-8 wyznaczony w doswiadczeniu jako optymalny dla przebiegu procesu
biodegradacji, odpowiada warto§ciom podawanym roéwniez przez Siutg [1995].

WNIOSKI

1. W zalezno$ci od warunkéw Srodowiska oraz rodzaju zastosowanego szczepu olej
napgdowy ulegal biodegradacji $rednio w 20-87%, olej silnikowy w 14-91%, a olej
przektadniowy Hipol w 7-65%. Produkty ropopochodne réznig si¢ zatem podatnoscia
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na biodegradacj¢ przy udziale wyspecjalizowanych mikroorganizmow, ktore moga
wykorzystywaé zawarte w nich weglowodory jako jedyne Zrédto wegla i energii.

2. Temperatura i pH $rodowiska, w ktérym przebiega biodegradacja substancji ropopo-
chodnych, w istotny sposob wptywaty na jej efektywnos¢. Na ogot optymalne warunki
biodegradacji dla olejow napedowego i przektadniowego to temperatura 25°C i pH 6,5;
dla olej silnikowego jest to temperatura 5°C, przy takim samym pH 6,5.
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BIODEGRADATION OF SELECTED PETROLEUM PRODUCTS UNDER
VARIABLE ENVIRONMENTAL TEMPERATURE AND PH CONDITIONS

Abstract. In the paper is presented the biodegradability of selected petroleum products with
the participation of selected bacterial strains of the genera Pseudomonas sp. and Bacillus
sp. The experiment was carried out on liquid culture media. The examined products were
found to show different biodegradability, with maximum value ranging from 65% for gear
oil, through 90% for diesel fuel to 95% for motor oil after 28 days of incubation. The
study results point to highly significant effect of environmental factors, i.e. temperature
and pH, on the speed and efficiency of the course of biodegradation process, with optimal
conditions for the examined products being within the range of 6.5-8 for pH and 5-25°C
for temperature.

Key words: biodegradation, microorganisms, oil products
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