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Abstract. Subject of research presented in this paper was to evaluate the effect of depositing
waste from the production of coke oven gas in the soil microorganisms inhabiting it, especially
those with potential properties for biodegradation of hydrocarbons present in the waste. The
number of microorganisms was evaluated according to MPN method (Most Probable Number)
using microtiter plates. In the samples of the analyzed soil material were detected
microorganisms are active in the decomposition of aliphatic, aromatic and mixtures of
hydrocarbons. Depending on the level of soil sampling (0-30 and 30-60 cm) the quantitative
microbial diversity has been demonstrated. With increasing depths seen considerable increase
in the number of microbial cells participating in the biological decomposition of polycyclic
aromatic hydrocarbons, which are the main component of pollution.
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WSTEP

Weglowodory aromatyczne sg wszechobecne w przyrodzie, a pierscien benzenowy jest
jedng z najbardziej rozpowszechnionych struktur chemicznych (Smith 1990). Weglowodory
aromatyczne obecne w srodowisku, przede wszystkim szczegodlnie szkodliwe formy
wielopierscieniowe (WWA), pochodzg ze zroédet naturalnych (np. procesy pirolizy) lub
antropogennych (m.in. niepetne spalanie materii organicznej, dziatalnos¢ przemystowa
zwigzana z przetwarzaniem wegla lub ropy naftowej). W zwigzku ze stabg rozpuszczalnoscig
w wodzie i duzym powinowactwem do materii organicznej wiekszos¢ WWA, nalezacych do
grupy trwatych zanieczyszczen organicznych, gromadzi sie w powierzchniowych warstwach
gleby (Baran i Oleszczuk 2002; Wilcke 2007). Obecno$¢ tych zanieczyszczeh w glebie
stwarza realne niebezpieczenstwo przedostawania sie ich do roslin, a w konsekwencji do
kolejnych ogniw fancucha troficznego. WWA zwigzane z czgstkami gleby mogg podlegac
redystrybucji i sekwestracji w miejscach ograniczajgcych ekstrakcje i powodujgcych niskg
biodostepnosé (Lu iin. 2012).
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Wiekszos¢ drobnoustrojéow gromadzi sie w powierzchniowych warstwach gleby, wedtug
Lavahuna i in. (1996) na gtebokosci 5-20 cm. W gigb profilu ich liczba znacznie zmniejsza
sie z uwagi m.in. na zmniejszong zawartos¢ wody, tlenu oraz dostepnosc¢ skfadnikow
pokarmowych (préchnicy, wydzielin korzeniowych). Odpady powstajgce podczas procesow
przemystowych stanowig bezposrednie zagrozenie dla wszystkich sktadnikéw Srodowiska,
a technologie zwigzane z koksowaniem wegla nalezg do jednych z najbardziej ucigzliwych
(Alwaeli 2009). Niniejsza praca ma na celu przedstawienie sktadu mikroflory gleby
zanieczyszczonej odpadami z procesu technologicznego produkcji gazu koksowniczego,
zawierajgcymi weglowodory aromatyczne, ze szczegéinym uwzglednieniem grup mikroorganizmow
aktywnych w procesach ich biologicznej transformacii.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan pobrano ze zbiornika napetnionego glebg i odpadami powstatymi
w procesie technologicznym produkcji gazu koksowniczego. Zbiornik zlokalizowany byt na
terenie bytej wytwérni gazu koksowniczego w Kostrzynie nad Odra. Prébki gleby pobierano
z poziomoéw 0-30 cm i 30-60 cm. Analize chemiczng prob glebowych przeprowadzono
w Instytucie Chemii i Technologii Nafty i Wegla Politechniki Wroctawskiej. Obejmowata ona
m.in. jakosciowe okreslenie charakteru chemicznego substancji organicznej (tab. 1).

Tabela 1. Analiza sktadu chemicznego pobranych préb glebowych
Table 1. The analysis of the chemical composition of soil samples

Préba dostarczona Préba sucha
Oznaczenie — Designation Delivered sample Dry sample

(% mas. — mass %) (% mas. — mass %)
Zawartos¢ substancji bitumicznej, 26,1 32,2
w tym:
The content of bituminous substances, including:
— rozpuszczalne w toluenie — soluble in toluene 13,9 171
— nierozpuszczalne w toluenie — insoluble in toluene 12,2 15,1
Zawartos$¢ substancji mineralnej 55,4 67,8

The content of mineral substances

Analizowana probka zawierata przede wszystkim zwigzki o charakterze aromatycznym
typu wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych (WWA) i ich metylowych pochodnych,
zwigzkow heterocyklicznych, biaryli i fenoli. W ekstrakcie heksanowym wystepowaty
m.in. zwigzki zawierajgce od dwéch (naftalen i pochodne metylowe) do czterech (piren
i pochodne) skondensowanych pierscieni aromatycznych. Przewazaty niepodstawione
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Z bardzo duzym prawdopodobienstwem
mozna przyjac, ze pozostatg czesS¢ substancji bitumicznej, ktorej nie mozna analizowac
metodg chromatografii gazowej, stanowig zwigzki o podobnym charakterze chemicznym,
lecz wyzszym stopniu skondensowania pierscieni aromatycznych.
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Liczebno$¢ mikroorganizméw oznaczano metodg MPN (Most Probable Number),
okreslajgc najbardziej prawdopodobng liczbe mikroorganizméw (Wrenn i Venosa 1996).
W badaniach okreslono ogdélng liczebnosé mikroorganizmow w bulionie oraz liczebnosé
mikroorganizmow uczestniczacych w biologicznym rozkifadzie weglowodoréw, w tym
rozktadajgcych sktadowe oleju napedowego, weglowodory alifatyczne i wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne. W tym celu postuzono sie podtozem hodowlanym BH (Bushnell-
-Haas 1941), w ktérym jako zrodio wegla i energii dla tych organizméw zastosowano
odpowiednio: olej napedowy (produkt handlowy), pentadekan — CH3(CH,)13CHs, fluoren —
CisHyo oraz antracen — CyyHqo. Oznaczenia mikrobiologiczne wykonano na ptytkach
titracyjnych z otworami o pojemnosci 400 ul. Wszystkie analizy wykonano w pieciu
powtdrzeniach. Ptytki titracyjne inkubowano w ciemnosci, w temperaturze 28°C. Ogding
liczebnos¢ mikroorganizméw oznaczano po 14 dniach, natomiast liczebnos¢ organizmow
uczestniczgcych w rozktadzie oleju napedowego i weglowodorow alifatycznych okreslano po
trzech tygodniach z zastosowaniem INT (fiolet jodonitrotetrazoliowy). Liczbe mikroorganizméw
uczestniczgcych w rozkfadzie wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych okreslono
po szesciu tygodniach inkubacji. Wyniki badan opracowano na podstawie metodyki BAM —
Bacteriological Analytical Manual (www.cfsan.fda.gov), przeliczono na 1 g s.m. gleby
i podano jako jtk (jednostki tworzace kolonie).

WYNIKI

Na podstawie wynikéw stwierdzono istotne zrdéznicowanie liczebnosci poszczegdélnych
badanych mikroorganizméw glebowych w zaleznosci od gtebokosci w profilu (rys. 1). Ogdélna
liczba mikroorganizméw heterotroficznych w warstwie 0-30 cm wynosita 5,5 - 10° jtk w 1 g s.m.
gleby, natomiast liczebno$¢ pozostatych grup drobnoustrojow byla znacznie nizsza
i wynosita odpowiednio 2,4 - 10* jtk - g s.m. gleby mikroorganizméw korzystajgcych
z wegla zawartego w oleju napedowym oraz na podtozu z pentodekanem zaledwie okoto
8 - 10°jtk - g~' s.m. gleby. Liczebno$é mikroorganizméw wykorzystujgcych wielopierécieniowe
weglowodory aromatyczne, w stosunku do dwodch poprzednich grup, byta stosunkowo
wysoka i wynosita okoto 3,2 - 10° jtk w 1 g s.m. gleby.

Podobne relacje obserwowano w probkach glebowych pobranych z warstwy 30-60 cm.
Ogodlna liczebnos¢ mikroorganizméw byta nizsza niz w warstwie 0-30 cm i wynosita okoto
4,2 - 10°%jtk w 1 g s.m. gleby, odnotowano natomiast ponad 8-krotny wzrost liczby komérek
na podtozu hodowlanym z dodatkiem oleju napedowego, a ponad 100% zwigkszyta sie tez
liczba mikroorganizmoéw wykorzystujgcych pentadekan. Na poditozu BH 2z dodatkiem
mieszaniny wielopierécieniowych weglowodoréw aromatycznych oznaczono 3,4 - 10° jtk
w 1 gs.m. gleby.
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Rys. 1. Liczebnos¢ mikroorganizméw w prébkach glebowych pobranych z warstwy 0—-30 cm i 30—60 cm
w gtab profilu

Fig. 1. The number of microorganism in soil samples collected from the 0-30 cm and 30-60 cm in the
soil profile

DYSKUSJA

Procesy technologiczne zwigzane z produkcjg gazu koksowniczego generujg powstawanie
wielu zanieczyszczen, odpaddw zawierajgcych m.in. szkodliwe wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne. Ich obecnos¢ w glebie wptywa na jej zycie biologiczne, w tym na
mikroorganizmy. Wedtug Walkera i in. (2002), niektére drobnoustroje mogg by¢ eliminowane
Z zanieczyszczonego srodowiska, liczebnos¢ innych moze zmniejszy¢ sie i ustabilizowac na
nowym, nizszym poziomie tak dtugo, jak dlugo bedzie obecne skazenie.

Zazwyczaj przyjmuje sie, ze w powierzchniowej warstwie gleby znajduje sie wiecej
mikroorganizmow niz w jej warstwach gtebszych (Nowak i in. 1998; Zmystowska 2002), na
co istotny wptyw ma m.in. dostepnos¢ tlenu. W niniejszej pracy wykazano, ze ogolna
liczebnos¢ mikroorganizméw heterotroficznych oznaczona w warstwie 30—60 cm, w stosunku
do warstwy 0-30 cm, istotnie ulegta zmniejszeniu, jednak w odniesieniu do pozostatych
oznaczanych grup drobnoustrojow odnotowano wzrost liczby ich komérek — do ponad 100%
na podtozu z pentadekanem i okoto 1000% w przypadku mieszaniny wielopierdcieniowych
weglowodoréow aromatycznych. Podobne wyniki otrzymali Nowak i in. (1998). Autorzy
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ci potwierdzili mozliwos¢ wystepowania mikroorganizmow rozktadajgcych weglowodory
nawet do gtebokosci 1 metra i wiecej. W glebie skazonej substancjami ropopochodnymi
w stezeniu 1%, zaleznie od gtebokosci z jakiej zostaty pobrane préby glebowe, oznaczyli oni
$rednio 10°-~10° komérek w 1 g s.m. gleby, podobnie jak w prezentowanych badaniach.

Okreslanie liczebnosci bakterii wykorzystujgcych weglowodory jako jedyne zrédto wegla
i energii jest jednym z parametrow pozwalajgcych oceni¢ intensywnosc¢ przebiegu proceséw
rozktadu skazen oraz potencjalng zdolnos¢ mikroorganizmow do ich biodegradacji
(Piekarska i in. 2000). Znajomo$¢ aktywnosci biologicznej gleby oraz struktury i ilosci
zanieczyszczeh pozwala wybra¢ odpowiednig, indywidualng dla kazdego obszaru metode
oczyszczania. Szybkos$¢ rozktadu weglowodoréw przez mikroflore glebowg zalezy m.in.
od ich wyjsciowego stezenia w $rodowisku (Maliszewska-Kordybach 1987). Jak podajg
Kotwzan i in. (1997) oraz Nowak i in. (1998), liczebno$¢ mikroorganizméw potrzebnych do
prawidtowego przebiegu procesu bioremediacji gruntu powinna wahaé¢ sie w granicach
10°-10" komérek w 1 g gleby. Duza ilo$é mikroorganizméw, jaka w przeprowadzonych
badaniach oznaczono na podtozach hodowlanych, zwtaszcza z dodatkiem wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych, moze Swiadczy¢ o ich adaptacji do panujgcych warunkéw
srodowiska. W badaniach nad biodegradacjg Margesin i in. (2000) juz po 21. dniu
obserwowali zrownanie liczebnosci organizmow rozktadajgcych olej napedowy z ogolng
liczebnoscig organizméw heterotroficznych. Przystosowywanie sie mikroorganizméw
do obecnosci weglowodoréw w glebie potwierdzili w swoich badaniach réwniez Thomas
i Ward (1989) oraz Ulfig i in. (1997). W przypadku gdy liczebnos¢ naturalnej mikroflory jest
na odpowiednim poziomie, nie zachodzi koniecznoS¢ wprowadzania wyspecjalizowanych
mikroorganizmow pochodzacych z innych srodowisk. Wyniki badan przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze autochtoniczna mikroflora, ktéra moze potencjalnie
uczestniczy¢ w procesach biochemicznej transformacji WWA (gtéwny element skazenia
badanej gleby), jest odpowiednio liczna, zwlaszcza w warstwie 30-60 cm. Zwiekszona
liczebnos¢ mikroorganizméw na tym poziomie moze $wiadczyé o zwiekszonej, w stosunku
do warstwy powierzchniowej, zawartosci weglowodoréw aromatycznych (w pracy nie
analizowano jednak zrdéznicowania ich zawartosci w profilu).

PODSUMOWANIE

Sktadniki wystepujgce w odpadach koksowniczych determinujg sktad mikrobiocenoz
glebowych. W badanym materiale stwierdzono obecno$¢ drobnoustrojow posiadajacych
uktady enzymatyczne do rozktadu weglowodoréw alifatycznych, jak i wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych zarowno na gtebokosci do 30 cm, jaki i do 60 cm w gigb
profilu. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ pozyskiwania szczepdéw aktywnych
w procesach biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych na znacznie wiekszych
gtebokosciach niz zazwyczaj sie przyjmuje.
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