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IDENTYFIKACJA SUBSTANCJI ROPOPOCHODNYCH W GRUNCIE
PRZED I PO PROCESIE BIODEGRADACJI

Przedstawiono wyniki analizy jakosciowej i ilosciowej probek przed 1 po procesie biodegrada-
cji zwigzkow ropopochodnych zawartych w gruncie. Badania prowadzono metoda kolumnowe;j
chromatografii cieczowej, chromatografii gazowej, spektrometrii IR i 'HNMR. Stwierdzono,
ze w ciagu 7 dni biodegradaciji uleglo 59% zwiazkoéw ropopochodnych, a weglowodory frakeji
posrednich sg znacznie mniej podatne na biodegradacj¢ niz weglowodory n-parafinowe,

WPROWADZENIE

Roéznorodne weglowodory, bedace glownymi skladnikami materialéw pednych
i paliw, stanowia powazne zagrozenie dla $srodowiska naturalnego. Swiatowe zuzy-
cie ropy naftowej — jako zrodla tych produktéw — wzrasta, powodujac, ze prawdo-
podobiefistwo skazen wody i gleby w wyniku katastrof, dzialan wojennych itd.
stale rosnie. Trudne do uniknigcia sg takze mniejsze, ale bardziej powszechne awa-
rie na stacjach poboru paliwa, kolizje samochodow 1 niekontrolowane wycieki pod-
czas eksploatacji roznych srodkéw transportowych. Roéwnie grozne sq skazenia
w okolicy szybow naftowych, zwigzane z wydobyciem ropy naftowe;.

Perspektywy ograniczenia tych zagrozen, wynikajacych z rozprzestrzeniania sig
skladnikow mieszanin ropopochodnych w srodowisku czlowicka, nieznacznie sig
poprawiaja w ostatnich latach, poniewaz poza mechanicznymi metodami oczysz-
czania gruntow duze nadzieje wigze si¢ z biodegradacja weglowodoréw za pomoca
bakterii.

Bakterie utylizujace weglowodory stanowia od 0,1% do 10% populacji bakterii
obecnych w srodowisku (Gawrofiska H. 1 in. 1994). Liczne badania dowodza duzej
mozliwo$ci zastosowania mikroorganizméw do mineralizacji wgglowodorow w
$rodowisku glebowym (Siuta J. 1994, Hollerbach A. i in. 1993). Tempo przemian
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skladnikéw ropopochodnych metoda biodegradacji zalezy od zasobnosci gleby
w skladniki pokarmowe, jej odczynu, stosunkéw powietrzno-wodnych, temperatury
i naswietlenia (Przedwojski R. i in. 1977). Jednym z probleméw, ktory pojawia sig
po skazeniu gruntow produktami ropopochodnymi jest ocena stopnia skazenia sro-
dowiska. Nalezy przy niej wziac pod uwagg nie tylko ilos¢, ale takze sklad czynni-
ka zanieczyszczajacego. Proste metody analityczne nie s juz wystarczajace, po-
niewaz nie pozwalaja na okreslenie skladu niezwykle zlozonych mieszanin weglo-
wodoréw alifatycznych, naftenowych i aromatycznych wystepujacych w produk-
tach ropopochodnych. Wykorzystuje si¢ tu sprzgzenie metod chromatograficznych,
spektroskopowych i testow biologicznych.

W badaniach zanieczyszczenia gleb zwiazkami ropopochodnymi stosuje si¢
rowniez oksyreaktywna analizg termiczng (Cebulak S.J. i in. 1994).

Kolejnym problemem podczas analizy jest metodyka przygotowania probki, tj.
sposob wydzielania produktéw naftowych z zanieczyszczonej gleby w zaleznosci
od rodzaju zanieczyszczenia oraz stopnia wilgotnosci gruntu. Mozliwe sa rézne
sposoby postgpowania (Zakrzewski A. 1 in. 1994). W przypadku mocno zawilgo-
conej gleby, zanieczyszczonej benzyna oraz innymi zwigzkami o stosunkowo ni-
skiej temperaturze wrzenia (do 200 °C), mozna zastosowa¢ metody destylacji z
parag wodna (Gurka D.F. 1982). Do zanieczyszczen zawierajacych weglowodory
aromatyczne o pierscieniach skondensowanych lub wrzacych w temperaturze po-
wyzej 200 °C stosuje si¢ metode ekstrakcji rozpuszczalnikami lub metode chro-
matografii kolumnowej (Fowlie P.J.A. iin. 1986).

Badania nasze, prowadzone wspoélnie z firma ,,EKO-BAU”, polegaly na wy-
izolowaniu z badanych probek gruntu i zaggszczeniu ekstraktéw substancji ropo-
pochodnych przed 1 po biodegradacji oraz przeprowadzeniu kompleksowej analizy
jakosciowej 1 ilosciowej tych probek z zastosowaniem metod kolumnowej chroma-
tografii cieczowej, chromatografii gazowej, spektrometrii IR i "HNMR.

APARATURA I WARUNKI POMIAROW

Do analizy zanieczyszczen gruntu stosowano nastgpujace metody instrumental-
ne:

— kolumnowa chromatografia cieczowa,

— chromatografia gazowa (GC),

— spektroskopia w podczerwieni (IR),

— spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (‘HNMR).

Metode klasycznej, kolumnowej chromatografii cicczowej probowano zastoso-
wac¢ do wstegpnego rozdzielenia badanych mieszanin na frakcje weglowodorow o
roznej budowie. Rozdzial prowadzono w kolumnie dlugosci 1 m i $rednicy 8 mm,
wypelnionej zelem krzemionkowym o uziarnieniu 150/75 pm. Jako eluenty stoso-
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wano kolejno: n-heksan, benzen, chloroform i metanol w ilosci 21. Otrzymane frak-
cje zaggszczono do objetosci 1 ml i1 analizowano metoda chromatografii gazowej
(GC) oraz spektroskopii IR i '"HNMR.

Do analiz metoda chromatografii gazowej zastosowano aparat firmy Hewlett-
Packard, model 5890/2, wyposazony w detektor plomieniowo-jonizacyjny i mini-
komputer do obrébki wynikow.

Rozdzial chromatograficzny prowadzono w kwarcowej kolumnie kapilarnej
o wymiarach 25 mmx0,32 mm, ze zwigzang faza stacjonarng HP-5 (grubos¢ filmu
0,17 mm). Probki dozowano metoda ,,on column”, to znaczy na zimno, bezposred-
nio do kolumny.

Analiza przebiegala z programowaniem temperatury. Temperatura poczatkowa
wynosifa 60 °C, szybko$¢ programowania termostatu kolumn 10 °C/min, a tempe-
ratura koncowa 280 °C. Temperatura detektora wynosita 280 °C. Szybkos¢ prze-
plywu gazu nosnego (helu) utrzymywano na poziomie 2 cm*/min.

W badaniach metoda spektrometrii 'HNMR postugiwano si¢ przyrzadem firmy
Tesla, model BS 567A produkcji czechostowackiej, pracujacym przy czestotliwosci
nominalnej 100 MHz. Rozpuszczalnikiem uzytym do analizy prébki byt deutero-
wany chloroform CDCl;. Jako wzorzec do okreslenia przesuni¢é chemicznych za-
stosowano tetrametylosilan (TMS).

Do analizy metoda spektrometrii IR wykorzystano aparat firmy Analytical mo-
del PU-9800 FT-IR Spectrometer. Probki badano w formie filmu naniesionego na
krysztal soli kuchennej w zakresie liczb falowych 4000-750 cm™.

METODYKA BADAN

Analiz¢ probek gruntu wykonano przed i po procesie biodegradacji. Prébki
gruntu pobrano ze stacji CPN, w ktorej nastapita awaria zbiornika. Byt to grunt o
strukturze piaszczystej (sypkiej), o bardzo malej zawartosci substancji ilastych.

Pobrane préobki gruntu poddano biodegradacji mikroflora wyizolowana wcze-
$niej z tego gruntu i1 poddang adaptacji do duzych stezen substancji ropopochod-
nych.

Proces biodegradacji prowadzono w temperaturze pokojowej, w napowietrza-
nych ukladach potrojnych, ktére zawieraty po 100 g zanieczyszczonego gruntu i po
100 g pozywki plynnej, zaszczepionej siedmiodniowa hodowla wyizolowanej mi-
kroflory. Rownoczesnie ustawiono identyczne uktady kontrolne, do ktérych w miej-
sce mikroorganizmow wprowadzono tymol jako substancj¢ bakteriostatyczng. Czas
prowadzenia procesu wynosit 7 dni. Probki gruntu ekstrahowano chloroformem w
aparatach Soxhleta i analizowano metodami chromatograficznymi oraz spektro-
skopowymi.
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WYNIKI POMIAROW

Otrzymane widma i chromatogramy wskazywaly na zlozony sklad badanych
_ekstraktow. W celu wyizolowania grup zwiazkow o podobnym charakterze che-
micznym jeden z ekstraktow probowano rozdzieli¢ metoda klasycznej cieczowej
chromatografii kolumnowej, stosujac gradientowa elucj¢ (kolejnos¢ rozpuszczalni-
kow: n-heksan, benzen, chloroform, metanol). Okazalo si¢ jednak, ze sklad odbie-
ranych kolejno frakcji zmienial si¢ w sposéb nieznaczny, co moze $swiadczy¢ o
podobienstwie budowy skladnikéw mieszaniny albo o zbyt niskiej sprawnosci uzy-
tej kolumny.

Podobienstwo skladu odbieranych frakcji wykazaly ich widma IR i NMR.

W zwiazku z tym analizie poddawano ekstrakty chloroformowe w calosci, me-
todami IR, NMR i GC.
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Rys. 1. Widmo IR badanych probek po biodegradacji
Fig. 1. IR spectrum of tested samples after biodegradation process
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Sygnaty obecne w widmie IR po biodegradacji (rys. 1) wskazuja, ze zasadni-
czymi skladnikami badanej probki sa weglowodory alifatyczne 1 aromatyczne z
duza przewaga tych pierwszych. Charakterystyczne pasma absorpcyjne, wystepu-
jace w omawianym widmie i przyporzadkowane im najbardziej prawdopodobne
elementy strukturalne analizowanych zwiazkow ujeto w tabeli 1.

Widmo IR przed biodegradacja wykazywalo wystgpowanie tych samych paliw,
z wyjatkiem piku o liczbie falowej 1729 cm™'. Pasmo to moze $wiadczy¢, ze nasta-
pito czg¢sciowe utlenienie wegglowodoréw w glebie pod dziataniem mikroflory. Ab-
sorbancja przy tej liczbie falowej jest dos¢ duza, jednak biorac pod uwage wysoki
wspoltczynnik absorpcji, towarzyszacy drganiom grup karbonylowych, ich zawar-
to$¢ nie jest zbyt wysoka.

Widmo NMR (rys. 2) nie wykazuje obecnosci grup funkcyjnych zawierajacych
atomy tlenu, a jedynie obecnos¢ protonéw zwiazanych z parafinowymi”,
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,olefinowymi” i ,aromatycznymi” atomami wegla. Dystrybucj¢ atoméw wodoru
w tej probee ilustruje tabela 2.

Tabela 1. Charakterystyczne pasma w widmie IR badanych probek
Characteristic bands in samples IR spectrum

Liczba falowa [cm™] Rodzaj drgania Elementy strukturalne
3069 roze. C-H uklady aromatyczne, =C-H
2925, 2855 rozc. C-H (sym. Ar-CHai lub CH; w cykloalka-

i asym.) nach
(1729) rozc. C=0 (ketony, kwasy karboksylowe)
1073-1274 rozc. szkieletowe C-C | lafcuchy wgglowodorowe
1450, 1599 rozc. C=C uktady aromatyczne
1463 def. asym. C-H CHa, CH;
1380 def. sym. C-H CHs
743 def. C-H skondensowane uklady aroma-
tyczne
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Rys. 2. Widmo 'HNMR badanych probek przed biodegradacja
Fig. 2. 1HNMR spectrum of tested samples before biodegradation process
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Tabela 2. Dystrybucja atoméw wodoru w badanych probkach
Hydrogen atoms distribution in tested samples
Przesuniecie Udzial procentowy
Pozycja protonu chemiczne, piasek przed piasek po
ppm biodegradacja biodegradacji
H,(-CHi) <1,1 27,4 28,8
Hg (-CH,—, -CH-) 1,1 -1,8 46,6 53,0
H. (Ar-CHs) 1,8-3,2 4,5 13,6
Hq (C=CH) 43-358 9,2 -
Har (Ar-H) >6,7 12,3 4,5

Analiza chromatograficzna wskazuje, Zze dominujace w badanej mieszaninie
przed biodegradacja sa weglowodory n-parafinowe. Zawarto$é weglowodoréw -
parafinowych po biodegradacji wyraznie maleje, a do C;; calkowicie znika. Za-
wartos$¢ izoparafin i zwiazkéw aromatycznych nieznacznie roénie (rys.3, tab.3).

Tabela 3. Sklad mieszanin weglowodoréw przed i po biodegradacji

Hydrocarbons mixture composition before and after the biodegradation process

_ Masana 1 kg | Masana 1 kg Masana 1 kg | Masana 1 kg
Weglowodor piasku piasku Weglowodor piasku piasku
préby 1, g proby 2, g proby 1, g proby 2, g
C11 0,01 = “-C20 0,26 0,25
—C11 0,02 = C12 0,21 0,09
Cl12 0,08 - —C21 0,12 0,07
-C12 0,19 - Cc22 0,12 0,04
C13 0,25 — —C22 0,03 0,06
"—C13 0,56 0,08 C23 0,08 0,01
Cl4 0,53 0,09 "—C23 0,00 0,01
‘—Cl14 0,84 0.29 C24 0,06 0,00
C15 0,57 0,07 *—C24 0,00 0,00
—C15 0,92 0,42 C25 0,04 =
Cl16 0,49 0,22 "—C25 0,01 0,00
—C16 0,95 0,51 C26 0,02 0,00
C17 0,69 0,19 —C26 ~ 0,00
—C17 0,65 0,54 c27 0,01 0,00
C18 0,65 0,09 C28 0,01 -
—C18 0,50 0,55 €29 0,00
C19 0,48 0,14 Suma 1,00
“-C19 0,38 0,31 n-parafin 4,63 3,10
C20 0,32 0,05 "~ frakcji 5,44
posrednich
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Do identyfikacji zwiazkéw aromatycznych zastosowano system indekséw PAH
(Lee L. i in. 1979). Na podstawie obliczonych indeksow PAH przyporzadkowano
im najbardziej prawdopodobne typy zwiazkéw aromatycznych, a sa to: di-, trime-
tylonaftalelny, metylofluoreny, fenyloantraceny, fluoranten, metyloflaranteny, pi-
ren, metylopireny.
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Rys. 3. Chromatogramy mieszanin weglowodoréw przed i po biodegradacji
Fig. 3. Chromatograms of hydrocarbons mixture
before and after the biodegradation process

W analizie chromatograficznej zastosowano kolumng o niskiej polarnosci. Z tego
wzgledu weglowodory eluujg w kolejnosci temperatur wrzenia. Znajomos¢ tempe-
ratur wrzenia zlokalizowanych na chromatogramie n-parafin pozwala okresli¢ tem-
peratury wrzenia weglowodorow frakcji posrednich. Obliczenia wykonano, sumu-
jac zawartosci kolejnych pojawiajacych si¢ na chromatogramie weglowodorow.
Analiza chromatograficzna wykazala, ze 50% zwiazkow zawartych w ekstraktach
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gruntu pojawia si¢ (wrze) w temperaturze do 183 °C, 90% do 220 °C, reszta
zwigzkéw do  280°C. Powyzsze dane wskazuja, ze w sklad zwiazkéw ropopo-
chodnych, zanieczyszczajacych badany grunt, nie wchodza benzyny lekkie, wyste-
puja natomiast w nich paliwa cigzkie. W omawianym procesie biodegradacji ogol-
na zawarto$¢ weglowodoréw n-parafinowych ulegla zmniejszenin z 4,63 g/kg
gruntu do 1,00 g/kg gruntu, a frakcji posrednich z 5,44 g/kg gruntu do 3,10 g/kg
gruntu.

WNIOSKI

1. Grunt, zanieczyszczony w wyniku awarii na stacji CPN, stanowi zlozona
mieszaning weglowodoréw alifatycznych i weglowodoréw aromatycznych. Diugosé
laficuchéw n-parafin sigga Cyo. Obecne sg tez frakcje posrednie pomigdzy kolejny-
mi n-parafinami do *C,6. Frakcje posrednie to przypuszczalnie weglowodory ali-
fatyczne rozgalezione oraz weglowodory aromatyczne.

2. Analiza wykazala, Ze w omawianym procesie, w ciagu 7 dni biodegradacji
ulegto 59% zwiazkow ropopochodnych.

3. Weglowodory frakcji posrednich sa znacznie mniej podatne na biodegradacij¢
mz weglowodory n-parafinowe.
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The results of qualitative and quantitative analysis of soil samples before and after
biodegradation process were presented. It was found that during 7 days 59% of hydro-
carbons were degradated. The investigation was made by means of liquid and gas chro-
matography and IR and "HNMR spectrometry.
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