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INFLUENCE OF pH ON EFFECTIVITY OF OIL PRODUCTS BIODEGRADATION IN SOIL

In this experiment mixed bacteria cultures, adapted to high concentrations of oil products were used.
The application of the mixed bacterial cultures to oil biodegradation in oil of different pH values (5, 7, 9),
was also studied. The biodegradation process was detected in all investigated soils independly on pH values,
both in soil with autochthonous bacteria and with addition of mixed bacteria cultures. In the soil inoculated
with mixed bacteria cultures after 21 days reduction of oil content was 40% (£1.63%) in acid soil, 42%
(£0.82%) in soil with neutral pH and 31% (£1.41%) in soil with pH about 9. After 42 days biodegradation
was carried out in all investigated pH values at about 60% (£1.63%) level of reduction of oil products. In
control samples (only with autochthonous bacteria) during this time (42 days) the average 49% (£1.63%)
decrease of oil products content was obtained. Addition of inoculum into soil influenced the effectivity of
this process. The increase of oil removal by about 10% was noted.

StiesZezemnie

Przeprowadzono badania nad mozliwoscia zastosowania bakterii zaadaptowanych do wysokich stgzen
produktéw naftowych do biodegradacji oleju w glebie o réznych wartosciach pH (5,0; 7,0; 9,0) Stwierdzono,
ze proces biodegradacji zachodzi przy wszystkich badanych wartosciach pH — zaréwno w glebie z mikroflora
autochtoniczng jak i z dodatkiem szczepionki. Po 21 dniach w glebie szczepionej redukcja oleju wynosita
40% (£1,63%) w glebie kwasnej, 42% (+0,82%) w glebie o pH obojg¢tnym 1 31% (+1,41%) w glebie o pH 9,
za$ po 42 dniach spadek zawartoéci oleju przy wszystkich badanych pH wynosit okoto 60% (£1,63%).
W préobach kontrolnych w tym czasie (42 dni) uzyskano $rednio 49% (£1,63%) ubytek produktow naftowych.
Dodatek szczepionki wplywal, zatem na zwigkszenie efektywnosci tego procesu o okoto 10%.

WPROWADZENIE

Najistotniejsza rol¢ w przemianach zwigzkoéw ropopochodnych znajdujacych si¢ w
glebie odgrywajaq procesy biologiczne. Szacuje sig, ze okoto 30% wprowadzonych
zanieczyszczen ulega biologicznemu rozktadowi. Bakterie bioragce w tym udziat wchodza w
sktad naturalnej mikroflory gleby [9]. Biodegradacje produktow naftowych gtéwnie
prowadza bakterie nalezace do rodzajow: Pseudomonas, Arthrobacter, Alcaligenes,
Achromobacter, Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium, Micrococcus (1, 3, 6].

Proces biodegradacji wegglowodorow uzalezniony jest od wielu czynnikéw: budowy
chemicznej weglowodordw, stezenia weglowodoréw i ich rozpuszczalnosci, obecnosci
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mikroorganizméw przeprowadzajacych procesy biodegradacji, obecnosci pierwiastkow
biogennych, temperatury i pH gleby, ilo$ci tlenu, rodzaju gleby i jej wilgotnosci,
wystgpowania substancji hamujacych rozw6j mikroorganizmow [5, 8, 10, 11].

Duzg role w procesie biodegradacji wgglowodorow odgrywa odpowiednia
warto$¢ pH. W przeciwienstwie do ekosystemdéw wodnych, pH gleby jest bardzo
zroznicowane — od 2,5 w hatdach kopalni do 11 na terenach alkalicznych pustyn [3].
Wigkszos¢ bakterii heterotroficznych preferuje pH bliskie obojgtnego, grzyby
natomiast rozwijaja si¢ chetnie przy pH kwasnym. Krancowe warto$ci pH dziataja
negatywnie na mikroorganizmy — moga wptywac na wzrost bakterii oraz modyfikowac
ich wlasciwosci fizjologiczne.

MATERIAL IMETODYKA

Do badan uzyto 12 szczepow bakterii, zaadaptowanych do rozkladu produktow
naftowych o wysokich stgzeniach, wyizolowanych z zaolejonej gleby, pochodzacych
zkolekgji szczepéw Zaktadu Mikrobiologii Srodowisk.

Szczepy bakteryjne wysiewano metoda posiewu powierzchniowego na ptytki z agarem
odzywczym. Po 24-godzinnej inkubacji wyroste kolonie zmywano sola fizjologiczna,
auzyskang w ten sposob zawiesing uzywano do zaszczepiania gleby.

Badania prowadzono na glebie ogrodowej — zyznej, o strukturze gruzetkowatej,
wilgotnosci okoto 60%, pH (H,0) - 6,7. Zawarto$¢ Cogémy — 18% —oznaczano na analizatorze
CHNS firmy Thermo Finnigan.

Podczas dos$wiadczenia uzywano olej stanowiacy mieszaning lekkich i cigzkich
weglowodorow zebrany ze Sciekoéw rafineryjno-petrochemicznych w mechanicznej
oczyszczalni ciekow.

W celu identyfikacji bakterii wykonano nastgpujace testy diagnostyczne: barwienie
metoda Grama, test na obecno$¢ L-alaninoamino-peptydazy, test API-20NE, test Kovacs’a
na obecno$¢ oksydazy cytochromowej, test Hugh-Leifsona oraz prowadzono obserwacje
mikroskopowe. Na podstawie uzyskanych wynikéw oznaczano badane szczepy bakteryjne
wg schematu Bonde’a [2] oraz ksiazki kodéw API 20NE.

Hodowle prowadzono w krystalizatorach zawierajacych 100 g gleby zaszczepione;j
zawiesing bakteryjna, w kazdej z nich stgzenie oleju wynosito 3%. Glebe uzyta do badan
(pH =6,7) poddano modyfikacjom w celu zmiany jej odczynu — zakwaszano lub alkalizowano
roztworami | M HCI lub NaOH. Zatozono trzy serie doswiadczen rézniacych sig wartosciami
pH (H,0) gleby: 5,719. Przez caly czas trwania do§wiadczenia pH gleby utrzymywano na
pozadanym poziomie. Dla kazdego wariantu prowadzono hodowle kontrolne
nieszczepione. W hodowlach utrzymywano staty poziom wilgotnos$ci poprzez nawilzanie
gleby oraz doktadnie je mieszano w celu lepszego napowietrzania. Kazde z do§wiadczen
prowadzone byto przez 42 dni w temperaturze pokojowej (w trzech powtdrzeniach). W
czasie trwania hodowli mierzono zawartos$¢ oleju co 7 dni (przez pierwsze 21 dni) oraz
ostatniego — 42 dnia. W dniu zalozenia hodowli, 21 i 42 dnia okre$lano liczbg bakterii.
Wyniki podawano jako $rednia z powtorzen.

Liczbe bakterii oznaczano metoda ptytkowa wysiewajac po 0,1 cm’ poszczegdlnych
rozcienczen gleby (w trzech powtorzeniach).

Produkty naftowe oznaczano metoda wagowa po ekstrakcji eterem naftowym (w trzech
powtdrzeniach).
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Po zakonczeniu kazdego z eksperymentdw na gleby o odpowiednim pH wysiewano
gorczyce i obserwowano kietkowanie nasion i wzrost roslin. Wyniki podano jako $rednia.

WYNIKIIDYSKUSJA

Badania prowadzono w trzech etapach:
— identyfikacja bakterii wykorzystanych do szczepienia gleby,
— rozktad produktéw naftowych w szczepionej glebie w trzech wariantach pH,
— sprawdzenie skutecznos$ci bioremediacji gleby zanieczyszczonej olejem (kietkowanie
1 WZrost gorczycy).

Identyfikacja bakterii wchodzqcych w sklad szczepionki

Stwierdzono, ze zastosowane bakterie nalezaly do nastgpujacych rodzajow:
Arthrobacter — 3 szczepy, Agrobacterium — 1 szczep, Pseudomonas — 7 szczepow,
Xanthomonas — 1 szczep. Mieszanke tych szczepodw uzyto do zaszczepiania gleby.

Badania nad rozkladem produktow naftowych w glebie przy roznych wartosciach pH

W celu zbadania zdolnos$ci do biodegradacji oleju niejatowa glebg o trzech roznych
warto$ciach pH (5,0; 7,0 19,0) zaszczepiono zawiesing bakterii. Dla kazdego wariantu pH
prowadzono do$wiadczenie kontrolne (gleba bez inokulum bakteryjnego). Uzyskane wyniki
przedstawiono na rysunkach 1-4.

Stwierdzono, ze dodatek szczepionki bakteryjnej do gleby wpltywa w wyrazny
sposob na poprawe biodegradacji oleju. Obserwowano, ze po 21 dniach w glebie
szczepionej o pH S redukcja oleju wynosita 40% (£1,63%), za$ w nieszczepionej byta
nizsza i wynosita 29% (£1,41%) (Rys. 1).

W glebie o pH neutralnym usuwanie produktow naftowych w tym samym czasie
osiagneto poziom 42% (+0,82%) w glebie szczepionej 1 25% (£2,16%) w glebie
nieszczepionej (Rys. 2), natomiast w glebie o pH 9 poziom ten wyni6st odpowiednio
31% (£1,41%)121% (+1,41%) (Rys. 3).

Doswiadczenie kontynuowano przez kolejne 3 tygodnie w celu sprawdzenia
mozliwo$ci adaptacji bakterii do znajdujacych si¢ w glebie produktow naftowych
(Rys. 1-3). Po 42 dniach hodowli, w probach szczepionych przy wszystkich
stosowanych warto$ciach pH, ubytek oleju wynidst ponad 60% (£1,63%). W prébach
nieszczepionych uzyskano w tym czasie redukcjg produktéw naftowych mniejsza o
Srednio 10% (£0,81%). Ubytek weglowodoréw w hodowlach kontrolnych w tym czasie
zwiazany byt z dzialalno$cia mikroflory autochtonicznej. W ciagu pierwszych siedmiu
dni eksperymentu nastgpowato ulatnianie sig 1zejszych frakcji oleju (okoto 7-10%).

Zmiany liczby bakterii w czasie trwania doswiadczenia przedstawiono na rysunku
4. Liczba bakterii w glebie we wszystkich wariantach doswiadczenia w dniu zatozenia
hodowli wynosita 2,5-5,4x10° kom./g gleby, a po 21 dniach hodowli spadfa w hodowlach
opH 719 do 6,0x10%kom./g, zas w pH 5 pozostata na poziomie wyjsciowym. Liczba
bakterii autochtonicznych we wszystkich prowadzonych hodowlach, po 3 tygodniach
trwania doswiadczenia, spadta o 1 rzad wielkosci z 4,8x10° do 3,5x10% kom./g. By¢ moze
produkty naftowe dziataja na niektére bakterie toksycznie lub mikroorganizmy
wystepujace stale w glebie nie sa przystosowane do wykorzystywania zanieczyszczen
olejowych [4].



128

HANKA BOSZCZYK-MALESZAK, ANNA ZABOST, EWA BIESZKIEWICZ

70

60 o
2 /./
£ 50
?: / —&— gleba szezep
=z 40 soil inocul
fi.; 30 —&— glcha nieszezep
> s0il noninocul.
=
3 20 &
i
3 10

0 ™ ™ v

7 14 21 28 35 42
dui (days)
Rys. 1. Redukcja oleju w glebie o pH 5
Oil reduction in soil at pH 5
70

60

50

40

30

—@— gleba szezep.

soil inocul

procent redukeji / percent of reduction

20 > —— gleba nieszezep.
_'/ soil noninocul.
107
0 T T T T v
7 14 21 28 35 12
dni/ days
Rys. 2. Redukecja oleju w glebie o pH 7
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Liczba bakterii po 42 dniach do§wiadczenia we wszystkich hodowlach wzrosta
i wynosita §rednio 3,6-8,9x10° kom./g gleby. Prawdopodobnie wzrost ten wiazat si¢
z adaptacja do weglowodorow zaréwno autochtonicznej mikroflory jak i bakterii
wprowadzonych do gleby.

Produkty naftowe, ktére nie zostaly wykorzystane przez mikroorganizmy naleza
najprawdopodobniej do frakcji zwigzkéw mato dostgpnych dla bakterii i wymagaja dtuzszego
czasu ekspozycji, rowniez moga to by¢ weglowodory, ktére ulegty nieodwracalnej sorpcji
na czastkach gleby [7].

W celu okreslenia przezywalnosci 1 aktywnosci szczepow bakteryjnych, wprowa-
dzonych w szczepionce, po zakonczeniu do§wiadczenia przeprowadzono izolacje bakterii
z gleby o réznym pH. Z gleby o pH 5, po procesie bioremediacji, wyizolowano 7 szczepow
bakterii nalezacych do 3 rodzajow: Arthrobacter — 5, Bacillus —1, Pseudomonas — 1.
Z gleby o pH 7 wyizolowano 8 szczepow: Arthrobacter —2, Bacillus — 5, Achromobacter— 1,
za$§ w glebie o pH 9 znaleziono 9 szczepdéw nalezacych do 8 rodzajéw: Arthrobacter,
Micrococcus, Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Xanthomonas
—po 1 szczepie oraz Bacillus — 2.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw mozna stwierdzi¢, ze bakterie nalezace do
rodzaju Arthrobacter zaadaptowane do wysokich stgzen oleju utrzymuja si¢ w glebie
przy wszystkich badanych wartosciach pH. Wszystkie szczepy wprowadzone ze
szczepionka utrzymaty swojg aktywno$é tylko w glebie o pH 9, w ktérej rowniez
obserwowano najwigksza réznorodno$¢ mikroflory autochtonicznej (oprocz bakterii
wprowadzonych ze szczepionka stwierdzono réwniez wystgpowanie bakterii nalezacych
do innych rodzajow — 4 szczepy autochtoniczne). Natomiast w przypadku gleby o pH 5 1
pH 7 znaleziono odpowiednio 1 i 2 szczepy autochtoniczne.
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Sprawdzenie skutecznosci bioremediacji gleby zanieczyszczopej olejem

Po zakonczeniu bioremediacji gleby o réznych warto$ciach pH zanieczyszczonej 3%
oleju wysiano na nig nasiona gorczycy (po 25 ziaren w kazdym wariancie do§wiadczenia).
Po 10 dniach policzono kietki. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Procent wykietkowanych nasion gorczycy w réznych wariantach dos$wiadczenia — w nawiasie
przedstawiono procent wykietkowanych nasion w stosunku do kontroli
Percent sprout of seed mustard in different variant of experiment — in bracket present percent
sprout of seed in relation to control

pH g 7 9
Gleba szczep.
Soil inocul. 80 (100) 64 (80) 72 (90)

Gleba nieszczep.

Soil noninocul. 76 (95) 64 (80) 48 (60)

Kontrolg stanowily roéliny hodowane na glebie nie szczepionej i nie skazonej olejem;
procent skietkowanych nasion wynosit 80.

Rosliny gorczycy rosnace na glebie poddanej bioremediacji, przy wszystkich
badanych warto$ciach pH, charakteryzowaty sie drobniejszym ulistnieniem i byty nizsze od
tych, ktore rosty na glebie kontrolnej (nie zanieczyszczonej olejem).

Na glebie skazonej (zaré6wno szczepionej jak i nie szczepione;j) przy pH 5, po trzech
tygodniach bioremediacji, nie zauwazono wyraznej roéznicy w wygladzie roslin. Wzrost
gorczycy na glebie o pH 7 byt wigkszy w probie szczepionej niz nie szczepionej. Na glebie
alkalicznej wzrost kielkow byt najstabszy w obu wariantach doswiadczenia.

Po 10 dniach wzrostu ro$liny $cigto, zwazono, a nastepnie wysuszono do statej masy
w temperaturze 105°C. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Przedstawione powyzej wyniki dotyczace mokrej i suchej masy roslin (w przeliczeniu
na 10 kietkéw) potwierdzaja wczesniejsze obserwacije stabego wzrostu gorczycy na glebie o
pH 9 —niezaleznie od obecnosci szczepionki.

Na glebie szczepionej o pH 5 1 7 stwierdzono lepszy przyrost masy roslin.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze:

— wprowadzenie do zanieczyszczonej produktami naftowymi gleby szczepéw
bakteryjnych zaadaptowanych do wysokich stgzen oleju przyspiesza proces bioremediacji
we wszystkich badanych wartoéciach pH,

— glebowe bakterie autochtoniczne sg w stanie rozktadac¢ substancje ropopochodne
po okresie adaptacji,

—zastosowana metoda bioremediacji pozwala na ponowne wykorzystani oczyszczanej
gleby do wzrostu roslin.



Tabela 2. Liczba kietkow oraz mokra ($wieza) i sucha masa roslin uzytych w doswiadczeniu

Number of sprouts and wet (fresh) and dry weight of plants used in experiment

Ll Walkde Mokra masa | Sucha masa | Mokra masa / 10 kietkéw | Sucha masa/ 10 kietkow
Nuiber of spros Wet weight | Dry weight | Wet weight / 10 sprouts Dry weight / 10 seeds
g g g g

Kontrola

Control 20 5,07 0,23 2,54 0,12

Gleba szczep. pH 5

Soil inocul. pH 5 20 2,00 0,13 1,00 0,07

Gleba nieszczep. pH 5

Soil noninocul. pHS 19 1,79 0,12 0,94 0,07

Gleba szczep. pH 7

Soil inocul. pH 7 16 1,73 0,11 1,08 0,07

Gleba nieszczep. pH 7

Soil noninocul. pH 7 16 1,51 0,13 0,94 0,08

Gleba szczep. pH 9

Soil inocul. pH 9 18 1,47 0,11 0,82 0,06

Gleba nieszczep. pH 9 0.06

Soil noninocul. pH 9 12 0,47 0,07 0,39 &
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