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Optymalizacja procesu biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych
w zastarzalych odpadach z dolow urobkowych

Wprowadzenie

Pracom prowadzonym w gérnictwie nafty i gazu towarzyszy nieuchronna koniecznos$¢
gromadzenia 1 zagospodarowania duzych ilo§ci materiatéw odpadowych, ktére w latach
1920-1950 byty skltadowane w dotach urobkowych. Rekultywacja terendw zastarzatych
dotéw urobkowych zdegradowanych przez skazenie substancjami ropopochodnymi nalezy
do kluczowych problemow ekologicznych, jakie stajg przed branza gémictwa nafty 1 gazu
w Polsce.

Na dotach urobkowych z tego okresu prowadzono wstgpne zabiegi zmierzajace do ich
likwidacji poprzez zmieszanie odpadu z ziemig lub torfem. Pod wzglgdem chemicznym
odpady te stanowig zréznicowane, wielosktadnikowe uktady, ktdre podczas deponowania
1 prowadzenia wstgpnych proceséw oczyszczania ulegaly zmianom. Istotnym parametrem
okreslajacym zachodzace zmiany w sktadowanych odpadach jest obecno$¢ zanieczyszczen
ropopochodnych, ktore starzeja sig¢ wskutek przebiegu wielu proceséw, m.in. odparowania,
rozpuszczania czy biodegradacji (Qudot i in. 1989; Chaineau i in. 1995).

Warunkiem wyboru optymalnej metody oczyszczania dotéw urobkowych z zanieczysz-
czen ropopochodnych jest odpowiednia, interdyscyplinarna analiza wynikow uzyskanych
z badan laboratoryjnych i terenowych $rodowiska gruntowo-wodnego. Prawidtowo wy-
konane badania pozwalaja na okres$lenie najodpowiedniejszych technologii likwidacji zanie-
czyszczen substancjami ropopochodnymi (Lazar i in. 1999; Riser-Roberts 1998; Zienko
1999; Steliga 2006).
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Coraz czeéciej prowadzi sig badania nad przyspieszeniem biodegradacji wegglowodoréw
na drodze proceséw biotechnologicznych, przy wykorzystaniu aktywnych kultur bakte-
ryjnych uprzednio wyizolowanych z silnie skazonych $rodowisk naturalnych. Z uwagi na
stosunkowo niskie koszty oraz skuteczno$¢ metody biologiczne znajdujg praktyczne zasto-
sowanie na skale techniczng (Morgan 1 in. 1990; Cunnigham i in. 2004).

Biodegradacja zanieczyszczen ropopochodnych w skazonym srodowisku uzalezniona
jest zarowno od czynnikéw abiotycznych, jak i biotycznych. Naleza do nich: wlasciwosci
fizykochemiczne odpadu wiertniczego/gleby, stezenie i struktura chemiczna zanieczyszczen
ropopochodnych, stezenie zwigzkdéw biogennych (azotu, fosforu), temperatura, zawartosé
tlenu, wilgotno$¢, odczyn (pH) odpadu, zawarto$¢ zwiazkéw organicznych, obecno$é
zwiazkdw toksycznych, skiad ilosciowy 1 jakosciowy mikroorganizmow obecnych w glebie
(Li et.al. 2005; Hejazi 1 in. 2004; Siuta 2003; Xu 1 in. 2003; Yerushaimi i in. 2003;
Hutchinson i in. 2001; Wright i in. 1997; Bragg 1 in. 1994). Budowa chemiczna zanieczysz-
czen ropopochodnych (TPH) obok uwarunkowan fizykochemicznych panujacych w zanie-
czyszczonym odpadzie i jego struktury, ma wplyw na wielkoé¢ sorpcji TPH, a tym samym na
ich biodostepnoé¢ (Huesemann i1 in. 2003; De Jonge i in. 1997).

Istnieja dwie strategie oczyszczania gruntow: in-situ (on site) i ex-situ (off site). Po-
réwnujac wymienione metody nalezy stwierdzi¢, Ze metoda ex-sifu ma nastgpujace zalety
(Canberry i in. 2001; Rubin 1 in. 2001; Ziefiko 1999): zwigksza tatwos$¢ nadzoru 1 kontroli
parametrOw procesu oczyszczania, zapewnia szybkie tempo rozkladu zanieczyszczen, ula-
twia dostep do oczyszczanego materiatu przy obrébece poczatkowej, posredniej 1 koncowej,
zapewnia korzystniejsze warunki rozwoju mikroorganizmoéw.

Mimo wymienionych zalet, ze wzglgdu na ograniczone $rodki finansowe oraz mozliwo$¢
unikniecia deformacji struktury gruntu, rzeZby terenu i nienaruszenia infrastruktury tech-
nicznej coraz czesciej preferuje sig biodegradacje zanieczyszczen ropopochodnych bezpo-
$rednio w terenie (in-situ). W zakresie doskonalenia technicznych sposobéw napowietrzania
1 zasilania Srodowiska sktadnikami odzywczymi i preparatami biologicznymi oraz zabezpie-
czania przyleglych terenéw przed rozprzestrzenianiem si¢ ropopochodnych substancji za-
uwazalne sa bardzo duze postepy.

Przektadanie wynikéw badan laboratoryjnych na potrzeby oczyszczania gleby/odpadow
wiertniczych w terenie nie jest jednak fatwe ze wzglgdu na duza zlozono$¢ i wymaga
zbadania wielu uwarunkowan oraz opracowania sposobdéw skutecznego sterowania przebie-
giem biodegradacji zanieczyszczef ropopochodnych (Siuta 2003; Steliga 2006).

W toku wieloletnich prac badawczych prowadzonych w warunkach laboratoryjnych
i przemystowych w INiG opracowano technologig oczyszczania odpadéow wiertniczych/
/gleby z zanieczyszczen ropopochodnych, ktéra obejmuje nastgpujace etapy (Steliga 2006;
Steliga i in. 2006):

— wstepng rekultywacjg terenu polegajaca na usunigeiu substancji ropopochodnych

z glebszych warstw poprzez drenaz melioracyjno-odciekowy;

— modyfykacjg struktury gleby poprzez zmieszanie jej z ,,czysta ziemig” w propor-

cjach ustalonych na podstawie badan laboratoryjnych w celu zwiekszenia bio-
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dostepno$ci mikrooganizméw 1 substancji odzywczych do weglowodoréw ropopo-
chodnych;

— bioremediacje podstawowa stymulowana przez biowentylacje (dostarczanie tlenu
poprzez napowietrzanie terenu) oraz wzbogacanie §rodowiska gleby w skiadniki
biogenne wspomagajace rozwoj mikroflory autochtonicznej. W celu doprowadzenia
odczynu odpadu do poziomu (pH ~7,4) oraz osiagnigcia optymalnego stosunku
C:N:P=100:10:1(Chang i in. 1996; Cookson 1995; Wirght i in. 1997; Saponaro 1 in.
2002; Wirght i in. 2004; Cunnigham i in. 2004) do gleby (odpadu) dozowano wapno
nawozowe 1 nawozy mineralne, ktérych dawki okreslano na podstawie badan labo-
ratoryjnych;

— bioaugmentacjg polegajaca na rozprowadzeniu napowierzchniowym oraz wglebnej
iniekcji w warstwy oczyszczanego terenu biopreparatu sporzadzonego na bazie wy-
izolowanych oraz wyselekcjonowanych 1 namnozonych mikroorganizméw auto-
chtonicznych.

Caly cykl oczyszczania odpadéw wiertniczych z zanieczyszczen ropopochodnych kon-
trolowano za pomocg opracowanej metodyki analitycznej wykorzystujacej potaczenie eks-
trakcji rozpuszczalnikowej modyfikowanej ultradzwigkami z chromatografia gazowa, ktéra
umozliwia okreslenie sumarycznej zawarto$ci zanieczyszczen ropopochodnych (TPH), jak
réwniez identyfikacje 1 iloSciowe oznaczenie n-alkanéw wchodzacych w skiad zanieczysz-
czen ropopochodnych. Ponadto umozliwia ona chromatograficzna identyfikacjg jakosciowa
1 iloéciowg weglowodorow trudno biodegradowalnych z grupy izoprenoidoéw: pristanu (Pr)
i fitanu (F) (Brown 1 in. 1998; Sharma i in. 2002). Wartosci stosunkéw n-Cy7/Pr 1 n-Cg/F
przyjeto jako wskazniki stuzace do oceny stopnia biodegradacji n-alkandéw (Santas 1 in.
1999; Steliga 2006a), gdyz umozliwiajg poréwnanie przebiegu procesu biodegradacji w wa-
runkach laboratoryjnych 1 przemystowych.

W celu opracowania uproszczonego matematycznego modelu biodegradacji TPH
podczas prowadzenia badan w warunkach laboratoryjnych do normalizacji stgzen
TPH zastosowano biomarker: C3917a(H),213(H)-hopan, ktéry umozliwia pelna ocene
stopnia biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych (Prince i in. 1999; Xu i in. 2003,
2004).

Wyniki analiz chromatograficznych w potaczeniu z badaniami mikrobiologicznymi
stanowig podstawowe narzgdzie przy opracowywaniu biopreparatu na bazie mikroorga-
nizmow autochtonicznych o profilu $cisle dostosowanym do chemicznego charakteru zanie-
czyszczen wystgpujacych na oczyszczanym terenie.

1. Materialy i metodyka badawcza
Na terenie kopalni ropy naftowej Grabownica wystegpuje okoto 150 zastarzatych do-

16w urobkowych, ktére przed laty czgsciowo poddano wstepnym procesom majacym na
celu ich unieszkodliwienie, tj. zestaleniu czy zmieszaniu z gleba, ale nadal ze wzgledu
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na wysoka zawarto$¢ zanieczyszczen ropopochodnych stanowia duze zagrozenie dla
srodowiska.

Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszym artykule byly zastarzate odpady
wiertnicze zmieszane z gleba pochodzace z dotow urobkowych G-44 (glgbokosé — 1,5 m,
powierzchnia — 350 m?) i G-40 (gteboko$¢ — 1,4 m, powierzchnia — 170 m?). Charaktery-
zowaly sie one zroznicowang zawartos§cig zanieczyszczen ropopochodnych.

1.1. Metodyka analityczna

Analiza zanieczyszczen ropopochodnych nalezy do trudnych zadan. Wynika to z wielu
przyczyn, do ktérych mozna zaliczy¢: duzg liczbg 1 roznorodno$é produktéw naftowych,
ktore mogg by¢ zrodiem skazen, skomplikowany sktad (wieloskltadnikowe mieszaniny,
w ktorych tylko nieliczne indywidua wystgpuja w stgzeniach wyzszych niz 1% mas.) i zr6z-
nicowane wilasciwosci poszczegodlnych produktéw naftowych, powodujace ich niespecy-
ficzno$¢ analityczna, ztozono$¢ 1 niejednorodno$é matrycy Srodowiskowej, szczegdlnie
odpadu wiertniczego.

W celu uzyskania petnej kontroli przebiegu procesu oczyszczania odpadu wiertniczego
z zanieczyszczen ropopochodnych oraz przygotowania skutecznego biopreparatu z mikro-
organizméw autochtonicznych opracowano metodyke chromatograficznego jakosciowego
11loSciowego oznaczania substancji ropopochodnych w glebie/odpadzie wiertniczym (TPH,
n-Cg—n-Cqq4, pristan, fitan, C3g17a(H),21B(H)-hopan).

Pobrane probki po usrednieniu i ujednoliceniu poddano izolacji 1 wzbogacaniu analitow.
Izolacje analitow ropopochodnych przeprowadzono metoda ekstrakcji rozpuszczalnikowej
modyfikowana ultradzwigkami (Chaineau i in. 2003). Jako optymalny rozpuszczalnik wy-
typowano dichlorometan (Hutchinson i in. 2001; Steliga 2003; Steliga i in. 2004), przy
odzysku substancji ropopochodnych (TPH) wynoszacym 75,8%. Zastosowanie w procesie
ekstrakeji rozpuszczalnikowej sonifikacji spowodowato zwigkszenie stopnia odzysku zanie-
czyszczen ropopochodnych do 95,9%. Optymalny czas dziatania ultradzwigkéw (30 kHz)
wahat sie w zakresie od 30 do 45 minut (Roche iin. 1991; Changiin. 1992; Wangiin. 1994).
Dla uzyskania Zadanego odzysku analitdéw z matrycy glebowej wskazane jest powtorzenie
ekstrakeji (2- lub 3-krotnie) nowymi porcjami rozpuszczalnika. W okresie trwania procesu
sonifikacji nie stwierdzono artefaktow. Stgzenia analitow w ekstraktach rozpuszczalni-
kowych sa niewystarczajace 1 wymagaja wzbogacenia (zatgzenia) do poziomu powyzej
dolnej granicy oznaczalno$ci.

Stopien odzysku analitdéw okres§lano za pomoca standardu zastgpczego, ktérym byt
o-terfenyl (Sawyer i in. 1996; Wang 1 in. 1994).

Oczyszczanie analitow substancji polarnych przeprowadzono przy zastosowaniu kolu-
mienek sorpcyjnych wypeinionych sorbentem o nazwie florosil (Van Delft i in. 1994;
Waksmundzka-Hajnos 1998). Analizg zanieczyszczen ropopochodnych w odpadzie obej-
mujacy identyfikacje oraz iloSciowe oznaczenie n-alkanow (n-Cg-n-Cgyq), weglowodorow
z grupy izoprenoidow (Pr, F) oraz catkowitej zawarto$ci weglowodoréw naftowych (TPH)
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wykonano na chromatografie Clarus 500 GC/FID firmy Perkin Elmer, wyposazonym w ko-
lumne kapilarng QUADREX 007-1 (30 m x 0,53 mm) firmy Panalytica, przy przeptywie
20 ml/min helu jako gazu no$nego. Temperatura inzektora PPS i detektora wynosita odpowied-
nio: 290°C i 300°C. Program temperaturowy dla weglowodorow alifatycznych przebiegat
nastepujaco: 28°C — przebieg izotermiczny przez 2 min, 28-105°C - przyrost temperatury
10°C/min, 105-285°C — przyrost temperatury 5°C/min i przez 10 mim przebieg izotermiczny
w temperaturze 285°C. Program temperaturowy przy oznaczaniu Cszgl7a(H),21B(H)-hopanu
przebiegal nastepujaco: 28°C — przebieg izotermiczny przez 2 min, 28—105°C — przyrost
temperatury 10°C/min, 105-320°C — przyrost temperatury 5°C/ min i przez 20 mim przebieg
izotermiczny w temperaturze 320°C. Do oznaczenia iloSciowego sumarycznej zawartosci
weglowodorow naftowych (TPH) zastosowano zestaw standardéw kalibracyjnych firmy
Tusnovic Insruments, zas do ilo§ciowego oznaczenia poszczegélnych n-alkanéw wcho-
dzacych w skiad zanieczyszczen ropopochodnych wykorzystano wzorce certyfikowane
firmy Supelco oraz Restek (mieszanina wzorcowa n-alkanéw o dtugosci tancucha weglo-
wego n-Cg—n-Cy4 oraz certyfikowana mieszanina wzorcowa zawierajaca: n-Cy7, pristan,
n-C;g, fitan). Jako biomarker zastosowano wzorzec certyfikowany C3o170(H),21B(H)-
hopan firmy Supelco.

W oznaczeniach TPH z odpadu uwzgledniano podczas obliczen stopien odzysku ana-
litdw 1 wspoiczynnik ubytku masy odpadu podczas suszenia.

Pozostate parametry charakteryzujace przebieg procesu oczyszczania odpadu wiert-
niczego zmieszanego z gleba wykonano na spektofotometrze Perkin-Elmer-Lambda 40.

Oceny frakcji ilastej w zastarzatym odpadzie wiertniczym zmieszanym z gleba z dotow
urobkowych dokonano metoda rentgenowskiej analizy fazowej, w ktorej wykorzystuje si¢
zjawisko dyfrakeji (ugigcia) promieni rentgenowskich na elementach strukturalnych ciata
krystalicznego. Badania wykonuje si¢ za pomoca dyfraktometru rentgenowskiego X’Pert
MPD firmy Philips (lampa rentgenowska Cu o maksymalnej mocy 2500 W). Przy analizie
jakosciowej przyjgto nastgpujace warunki pomiarowe: napigcie wzbudzania 40 kV, prad
anodowy 34 mA, czas na$wietlania 1,0 s, krok pomiarowy 0,05°(2 8), zakres katowy
pomiaru 3-64°(2 6).

W celu wydzielenia frakcji ilastej probki zostalty poddane odpowiedniej obrébcee che-
micznej (usuwania weglanow, substancji organicznej i zelaza, wymiany kationowej). Nas-
tgpnie wydzielono z nich frakcjg ziarnowa < 0,2 um i1 wykonano preparaty sedymentowane
1 zarejestrowano je po glikolowaniu stosujac nastgpujace warunki pomiarowe: napiecie
wzbudzania 40 kV, prad anodowy 34 mA, czas naswietlania 2,5 s, krok pomiarowy 0,02°(2 6),
zakres katowy pomiaru 2-50°(2 6).

Interpretacji dyfraktograméw dokonano poréwnujac potozenie i wzgledne intensyw-
nosci zarejestrowanych reflekséw z potozeniami wzorcowymi, rozpoczynajac od reflekséw
o najwigkszej intensywnosci.
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1.2. Analizy mikrobiologiczne

Catkowitg liczbg komorek bakteryjnych ustalano poprzez zliczanie metoda wielokrot-
nych rozcieficzen, wysiewajac 1 ml z kazdego rozcieniczenia (po wczeéniejszej ekstrakcji
mikroroganizmow) na plytke agarowa o §rednicy 70 mm (podloze state) i liczono wyroénigte
kolonie. W przypadku mikroorganizméw wykorzystujacych weglowodory albo ropg naf-
towa jako jedyne zrodlo wegla wyroénigte kolonie poddawano dalszym testom bioche-
micznym w celu potwierdzenia. Kazdy przedstawiony wynik jest $rednig z przynajmniej
3 lub 4 oznaczen.

Drugi metoda polegata na zastosowaniu metody (MPN) — najbadziej prawdopodobne;j
liczby (Chaineau i in. 1995; Wrenn i in. 1996). W tym wypadku réwniez dokonywano
wielokrotnych rozcienczen i wysiewano mikroorganizmy na podtoze ptynne, gdzie zmet-
nienie podioza oznaczalo wynik pozytywny. Liczbg mikroroganizméw obliczano na pod-
stawie wynikow uzyskanych z 3—5 powtorzen.

2. Analiza statystyczna i pierwszorzedowy model biodegradacji TPH

Zastosowanie biomarkera — C3917a(H),21B0(H)-hopanu w badaniach laboratoryjnych
procesu biodegradacji TPH w odpadzie wiertniczym pozwala na wyeliminowanie bledow
analitycznych w oznaczeniach ilo§ciowych weglowodoréw ropopochodnych. Znormalizo-
wane hopanem wyniki oznaczen chromatograficznych TPH wykonane w trakcie prowa-
dzenia procesu ich biodegradacji postuzyty do opracowania matematycznego pierwszorze-
dowego modelu opisujacego przebieg biodegradacji TPH (Venosaiin. 1997; Xu and Obbard
2004; Xu i in. 2004). Zostat on opisany réwnaniem:

C/Cy = (C/Cp)o exp(-k1) (1]
gdzie:
C — koncentracja analitu,
Cy — koncentracja hopanu,
k — stata biodegradacji pierwszego rzedu [dni~!1],
C/ICy — znormalizowane stezenie analitu w czasie,
(C/ICr)o — znormalizowane stezenie analitu w punkcie wyjéciowym procesu
biodegradacji,
t — czas trwania procesu [dni].

Analiza regresji nieliniowej z zastosowaniem przedstawionego powyzej réwnania umoz-
liwita wyznaczenie statej biodegradacji pierwszego rzedu (k) oraz wspotczynnika korelacji
(%) okreslajacego dopasowanie punktéw pomiarowych do krzywej teoretycznej procesu
biodegradacji TPH.
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Przeprowadzenie nieliniowej analizy wariacji (ANOWA) metoda Tukeya na poziomie
ufnoséci p < 0,05 umozliwia eliminacje danych analitycznych (chemicznych i biologicznych)
statystycznie nieistotnych. Do statystycznego przetworzenia otrzymanych danych analitycz-
nych zastosowano program Statistica wersja 7.1.

3. Wyniki badan

Analiza chromatograficzna w uérednionej i w ujednoliconej probce odpadu z dolu
urobkowego G-44 wykazala, ze TPH wynosi 82 564 mg/kg s.m. odpadu, przy czym w naj-
wyzszych stezeniach wystgpuja weglowodory szeregu alifatycznego n-Ci¢—n-Cyy w gra-
nicach: 3,47-19,11%. Stwierdzono obecno§¢ weglowodoréw trudno biodegradowalnych
z grupy izoprenoidéw, tj. pristanu (Pr) w ilosci; 1881 mg/kg s.m. odpadu i fitanu (F) —
1631 mg/kg s.m. odpadu. Zawarto§¢ BTEX waha si¢ w zakresie od 44 do 13 mg/kg s.m.
odpadu, za§ WWA wystepuja w Sladowych ilosciach (2,5-3,9 mg/kg s.m. odpadu), czyli
ich zawarto$¢ nie przekracza dopuszczalnych standardéow glebowych.

Pobrane i odpowiednio przygotowane probki odpadu z dotu urobkowego G-40 cha-
rakteryzuja si¢ bardzo wysoka zawartoscig TPH na poziomie 101 842 mg/kg s.m. odpadu.
Poréwnanie zawarto$ci poszczeg6lnych zidentyfikowanych weglowodoréw stanowia-
cych zanieczyszczenia ropopochodne w probkach z dolu urobkowego G-40 wskazuje,
ze najwiekszy udziat w ogdlnej ilosci zanieczyszczen ropopochodnych maja weglowo-
dory z zakresu n-Cy3—n-Cg (11,605-3,936%). Zawarto$¢ weglowodorow z zakresu
n-C7-n-C|, utrzymywata si¢ na nieznacznie nizszym poziomie od 0,827 do 3,299%,
natomiast weglowodoréw ciezkich n-C,—-n-Cs¢ ksztaltowala si¢ w granicach 0,372—
-1,419%. Analiza chromatograficzna wykazala obecno$¢ weglowodoréow trudno bio-
degradowalnych, tj. pristanu w ilosci 1867 mg/kg s.m. odpadu i fitanu — 964 mg/kg s.m.
odpadu. Weglowodory aromatyczne w badanych probkach wystgpuja w §ladowych
ilosciach.

Zawarto§¢ TPH w analizowanych probkach z dotéw urobkowych zawierata si¢ w gra-
nicach; 8,3-10,2%. Ograniczeniem metod biologicznych jest krytyczne st¢zenie weglowo-
dorow wynoszace 10%. Przy wyzszym stgzeniu wegglowodory ropopochodne staja sig
toksyczne dla mikroogranizméw (Colleran 1996; Amakiri and Onofeghara 1983; Steliga
2006a). W celu uzyskania efektywnych wynikoéw biodegradacji weglowodoréw ropopo-
chodnych opracowano etapowa technologi¢ oczyszczania zastarzatych odpadoéw z dotow
urobkowych zmieszanych z gleba. Polega ona na stopniowym obnizaniu TPH i wpro-
wadzaniu kolejnych etapéw przy mozliwie niskim pulapie zawartoéci zanieczyszczen ro-
popochodnych (Steliga i in. 2006). Ze wzgledu na przewazajaca zawarto$¢ w zanieczysz-
czeniach ropopochodnych n-alkanow, charakteryzujacych si¢ podatnoscia na biodegradacje
(Heddlestone i in. 1986; Qudot i in. 1989; Chaineau i in. 1999), zmiang zawarto$ci posz-
czegblnych n-alkanéw podczas przebiegu procesu biodegradacji przyjeto jako jeden ze
wskaznikow jej efektywnos$ci (Steliga 2006a).
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Proces rozktadu pristanu wystgpujacego w odpadzie w obecnodci bakterii rodzaju Acine-
tobacter i Brevibacterium (wyizolowanych z odpadu G-44 1 G-40) przebiega z dynamika
zblizong do rozkladu alifatycznych weglowodoréw o prostych tancuchach. Jednakze w zto-
zonych mieszaninach weglowodoréw (zanieczyszczenia ropopochodne w odpadach; G-44
1 G-40) rozklad jego jest znacznie wolniejszy niz pozostatych weglowodoréw alifatycznych,
a takze niektorych weglowodoréw aromatycznych (Rittmann 1994; Kotwzan 2005; Steliga
2006a) i z tego wzgledu obliczone wartoéci stosunkéw n-C;7/Pr 1 n-Cg/F przyjeto jako
wskazniki stopnia biodegradacji n-alkandw.

Analiza mineralogiczna odpadéw z dotow urobkowych: G-44 1 G-40 wykazala obecnos¢
zréznicowanych ilo§ci kwarcu, skaleni 1 mineraléw z grupy illitu oraz mineraléw ilastych.
Dyfraktogram rentgenowski frakcji ilastej dokumentuje stan wysokiej delaminacji mine-
ralow o strukturze pgczniejacej (smektytu i mineratu mieszanopakietowego — smektyt/illit)
na podstawie bardzo silnie rozmytego pasma dyfrakcyjnego w zakresie niskokatnym
4-10°(2 ) (rys. 1). Mineral mieszanopakietowy illit/smektyt w postaci pakietow smek-
tytowych wystepuje w odpadzie z dotu urobkowego G-44 w ilosci 40% , za§ w odpadzie
G-40 — 85% . Mineraty ilaste zwykle o duzej lepkosci, niskiej przewodno$ci hydraulicz-
nej, wysokiej wodochtonnoéci zwickszaja sorpcjg zanieczyszczen ropopochodnych, ktéra
wzrasta wraz z czasem zalegania i utrudnia proces ich biodegradacji (Pettersen 1 in. 1993;
Czekaj i in. 2005).

W badanych probkach odpadéw z dotéw urobkowych stwierdzono, Ze nie ma sprzyja-
jacych warunkow rozwoju flory mikrobiologicznej, gdyz proporcje N:P odbiegaja od opty-
malnych (10:1) i ksztaltuja si¢ §rednio na poziomie 5:1 dla odpadu z dotu urobkowego G-44
oraz 1:8 dla odpadu z dotu urobkowego G-40, co dowodzi, Ze procesy mikrobiologiczne sg
zahamowane i bez korekty iloéci tych skiadnikéw autochtoniczna flora bakteryjna nie
zostanie uaktywniona.

Ponadto odczyn (pH) odpadéw ksztaltuje si¢ na poziomie 5,98-6,02 i odbiega od
optymalnego, ktéry powinien wynosi¢ 7,5-7,8 (Atlas 1981). Wilgotno$¢ odpadu ksztattuje
sie na zadowalajacym poziomie od 22,7 do 30,6%, ktoéry jest zblizony do optymalnej
wilgotnos$ci gleby wynoszacej dla procesu biodegradacji aerobowej 7-24% (Sims i in. 1993).

|
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QOdpad z dotu urobkowego G-44 QOdpad z dohu urobkowego (G-40

Rys. 1. Dyfraktogram rentgenowski frakcji ilastej < 2 um
linia czarna — probka w stanie powietrznie suchym, linia szara — preparat glikolowany /S — minerat
mieszanopakietowy illit/smektyt, I — illit, K1 — kaolinit, Q — kwarc

Fig. 1. X Ray diffractogramme of clay fraction < 2 micrometers
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Analizy chemiczne wykazaly, Ze zawarto$¢ metali cigzkich oraz fenoli w opadach wiert-
niczych:G-44 i G-40 nie przekracza dopuszczalnych warto$ci, co dowodzi, ze w niniejszych
zastarzatych dotach urobkowych prowadzono wiercenia metoda udarowa, nie stosujac phu-
czek zawierajacych materiaty toksyczne.

Badany zastarzaly odpad zmieszany z gleba z dotow urobkowych; G-44 1 G-40 jest silnie
zdegradowany, o czym $wiadczy stosunek wegla do azotu wynoszacy odpowiednio dla:
G-44 - C:N = 690:1 i G-40 — C:N = 824:1.

Analizy mikrobiologiczne wykonane metodg MPN (p < 0,05, n = 5) dla odpadu z dotu
G-44 wykazaly obecno$é mikroorganizméw na poziomie 2 - 107 jtk/g odpadu, w tym
9 - 10%jtk/g odpadu mikroorganizméw utleniajacych weglowodory ropopochodne. Nato-
miast z odpadzie pochodzacym z dohu urobkowego G-40 obliczona catkowita liczba mikro-
organizméw wynosita 1 - 100 jtk/g odpadu, w tym utleniajacych weglowodory 2 - 105 jtk/g
odpadu. Wysoki poziom skazenia substancjami ropopochodnymi dowodzi, ze obecnie pro-
cesy biodegradacji zostaly zahamowane pomimo obecno$ci mikroorganizméw rozklada-
Jacych weglowodory ropopochodne.

4. Wyniki i dyskusja

4.1. Omowienie wynikéw badan procesu biodegradacji
zanieczyszczen ropopochodnych w odpadzie
z dotu urobkowego G-44

Wstepna faza rekultywacji wykonywana zgodnie z opracowanym projektem rekulty-
wacyjnym GN. 6018-1-15/04 z dnia 20.12.2004 zatwierdzonym przez Staroste Brzozow-
skiego, polegala na przeprowadzeniu drenazu melioracyjno-odciekowego na oczyszczanym
terenie dotu urobkowego G-44 oraz modyfikacji struktury odpadu.

Drenaz melioracyjno-odciekowy polegal na odzysku zanieczyszczen ropopochodnych
poprzez wykonanie rowow odciekowych na glebokosci 1,2-1,4 m i drenazu terenu dotu
urobkowego G-44 za pomoca rur melioracyjnych, ktore zostaly zamontowane na réznych
glebokosciach (40, 80, 100, 130 cm ppt). Zanieczyszczenia ropopochodne wraz z woda
z rowdw odciekowych zbierano w fapaczkach zamontowanych w dolnej czeéci rekultywo-
wanego terenu.

Badana mineralogiczne odpadu z dotu urobkowego G-44 wykazaly wysoka zawar-
to$¢ mineratow ilastych i z tego wzgledu po osuszeniu terenu dotu G-44 przystapio-
no do modyfikacji struktury odpadu poprzez zmieszanie go z ,.czysta ziemig”(nie za-
wierajaca zanieczyszczen ropopochodnych) w odpowiednich proporcjach (10:1) usta-
lonych w badaniach laboratoryjnych na podstawie analiz rentgenowskich frakcji
ilastej. Zabieg ten miat na celu rozluznienie struktury odpadu i zwiekszenie biodos-
tepnosci dla mikroorganizmoéw i substancji odzywczych do zanieczyszczen ropopo-
chodnych.
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W wyniku zabiegu wstgpnej rekultywacji, prowadzonego w catej objgtosci oczysz-
czanego odpadu z dotu urobkowego G-44, zawartos¢ TPH ulegta obnizeniu o 46,9% do
44 394 mg/kg s.m. odpadu, co umozliwito przeprowadzenie dalszych etapéw oczyszczania.

Odpad z dotu urobkowego G-44 po procesie wstgpnej rekultywacji postuzyt jako ma-
teriat w badaniach laboratoryjnych (metoda ex-situ) przebiegu procesu biodegradacji zanie-
czyszczeh ropopochodnych.

Odpad G-44 na stanowisku badawczym poddano procesowi bioremediacji podstawowe;j
stymulowanej poprzez napowietrzanie oraz stworzenie optymalnych warunkéw pokarmo-
wych, wodnych, ustalenie odpowiedniego odczynu, a takze warunkow termicznych. Za-
potrzebowanie na tlen odpadu zanieczyszczonego substancjami ropopochodnymi jest
wielokrotnie wieksze niz analogicznej gleby wolnej od zanieczyszczen i jego niedostatek
jest istotnym czynnikiem ograniczajacym intensywno$¢ bioremediacji (Colleran 1996).

W celu osiagniecia odpowiedniego odczynu na poziomie pH ~7,4 oraz stosunku azotu do
fosforu (1:10) w odpadzie dozowane wapno nawozowe i nawoz mineralny (Azofoska
o sktadzie: NO,-N - 7,5%, NH3-N - 10,5%, P,O5-P — 11%, K,0 - 19,1%, K,SO4 — 4,4%
oraz mikroelementy: 0,17% Fe, 0,27% Mn, 0,18% Cu, 0,045% Zn, 0,045% B), ktorych
dawki okreslono na podstawie badan laboratoryjnych. Wapno nawozowe dozowano
w ilosci okoto 3,0-3,5 g/kg odpadu, za$§ dawka nawozu mineralnego ,,Azofoski” wynosita
1,0-1,5 g/kg odpadu.

Wapn pochodzacy z weglanu wapnia sprzyja tworzeniu sig struktury gruzetkowej powo-
dujac koagulacje koloidéw glebowych, dzigki czemu poprawiaja si¢ warunki powietrzno-
-wodne w odpadzie. Wplywa on takze na odczyn odpadu i zwigksza przezywalno$é mikro-
organizmoéw poprzez ochrong ich bton komoérkowych przed dezintegrujacym wptywem
weglowodoréw alifatycznych (Kurek i in. 1998).

Temperaturg wewnatrz pryzmy utrzymywano na poziomie 17-20°C, gdyz taka wartos¢
temperatury przyjeto jako mozliwa do osiagnigcia w warunkach terenowych w sezonie
letnim w umiarkowanej strefie klimatycznej. Temperatura jest czynnikiem, od ktdérego
zalezy aktywnos$¢ drobnoustrojow, a tym samym intensywno$¢ rozkiadu weglowodorow.
Podczas przebiegu proceséw bioremediacyjnych optymalny zakres temperatur dla wigk-
szo$ci bakterii wynosi 20-38°C (Bossert i in. 1984; Zhou i in. 1995; Colleran 1996).
Wilgotno$¢ utrzymywano na poziomie zblizonym do optymalnego 20-25% stosujac zra-
szanie woda.

W wyniku prowadzonego w warunkach laboratoryjnych (metoda ex-situ) procesu biore-
mediacji podstawowej, stymulowanej poprzez dobdr optymalnych parametrow jej przebie-
gu, na podstawie wykonanych analiz chromatograficznych mozna stwierdzié, ze w poczat-
kowym etapie prowadzenia procesu osiggnigto najwyzszy stopien obnizenia zawartosci
TPH, ktory ksztaltuje sig nastgpujaco: po 30 dniach — 19,1%, po 40 dniach — 31,7%, po
70 dniach — 52,0%, po 90 dniach- 61,8%. Nastgpnie tempo procesu biodegradacji spada
i obnizenie TPH utrzymuje si¢ na stalym poziomie. W wyniku prowadzonego procesu
nastapita znaczna redukcja zanieczyszczen zawartych w mocno zdegradowanym odpadzie
wiertniczym zmieszanym z gleba z 44 394 do 15 499 mg/kg s.m. odpadu (rys. 2). Najwyzszy
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Rys. 2. Obnizenie zawarto$ci TPH (C/Cy) po normalizacji hopanem w kolejnych ctapach biodegradacji
odpadu z dotu urobkowego G-44 (liczba powtorzen pomiardw n = 4-6, p < 0,05)

Fig. 2. Reduction in TPH (C/Cy) quantity after hopane normalization in biodegradation phases of G-44 waste
(number of repetitions n = 4-6, p < 0.05)

stopien obnizenia zawarto$ci weglowodorow zanotowano dla szeregu alifatycznego n-C 53—
-n-C5, w zakresie 65,5-76,5%, a w przypadku cigzszych weglowodoréw o dlugosci tan-
cucha od n-C,; do n-Cs¢ biodegradacja zachodzita w granicach 26,7-55,9% (rys. 3).

Bioremediacja podstawowa polegajaca na uaktywnieniu jedynie naturalnej mikroflory
skazonego terenu, co wykorzystano do obnizenia koncentracji zanieczyszczen ropopochod-
nych, spowodowala wzrost liczebno$ci mikroorganizméw utleniajacych weglowodory ropo-
pochodne z 9 - 105 do 8 - 10° jtk/g odpadu.

Na podstawie przeprowadzonych badan mikrobiologicznych odpadu z dotu urobkowego
G-44 w potfaczeniu z wynikami analiz chromatograficznych zanieczyszczen ropopochod-
nych zawartych w odpadzie, opracowano biopreparat G-44 z wyizolowanych, wyselekcjo-
nowanych 1 namnozonych mikroorganizméw autochtonicznych ukierunkowanych na biode-
gradacje zidentyfikowanych wcze$niej zanieczyszczen ropopochodnych. Przy opracowaniu
biopreparatu badania mikrobiologiczne byty ukierunkowane pod katem: ruchliwos$ci mikro-
organizmow, zdolnosci wzrostu w warunkach tlenowych i beztlenowych, zdolnosci wzrostu
w szerokim zakresie temperatur, zdolno$ci wykorzystywania weglowodoréw ropopochod-
nych jako jedynego Zrédia weggla w procesach zyciowych (Steliga 2006a). Opracowany
biopreparat zawierat 27 kultur bakteryjnych pochodzacych z odpadu z dotu urobkowego
G-44 nalezacych do najaktywniejszych bakterii (Atlas 1984, Liu; iin. 1993; Kordaiin. 1997;
Rahman 1 in. 2002) rodzajow.: Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Bacillus sp., Flavobac-
terium sp., Mycobacterium sp., Nocardia sp., Peudomonas sp., Rhodococcus sp. i Sphin-
gomonas sp. Biopreparat G-44 sporzadzono w postaci aktywnej zawiesiny o stezeniu
1 - 10% kt/cm?. Biopreparat zostat przebadany na obecnos¢ mikroorganizmow patogennych
1 potencjalnie chorobotworczych.

Etap bioaugmentacji w ramach procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-44,
realizowany przez inokulacje biopreparatem G-44 sporzadzonym na bazie mikroorganiz-
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méw autochtonicznych, w warunkach laboratoryjnych przeprowadzono przez okres 130 dni
(rys. 3). Umozliwit on obnizenie zawartosci TPH do poziomu 1 279 mg/kg s.m. odpadu —
zblizonego do poziomu ,tfa” na otaczajacym terenie.

Analiza chromatograficzna wykazata, ze najszybciej zachodzi biodegradacja weglo-
wodorow alifatycznych (n-alkanow) o dtugosci tancucha weglowego n-Cj3—n-C,,, ktére sa
substancjami najchetniej wykorzystywanymi przez mikroorganizmy. Stopien obnizenia ich
zawarto$cl miesci sie w przedziale; 93,1-97,3%. Weglowodory z zakresu n-C,3-n-Csp
ulegaja biodegradacji w nieco mniejszym, lecz takze w wysokim stopniu (73,7-87,2%),
natomiast n-alkany zawierajace powyzej 30 atomow wegla w czasteczee, ktore sg odporne na
biodegradacje (Pollard 1 in. 1999; Wilson 1 in. 1986; Heddlestone 1 in. 1986; Rehm 1 in.
1981), réwniez ulegaja biodegradacji w granicach 53,9—-62,4%. Przedstawione wyniki
badan dowodzg, ze opracowany biopreparat G-44 posiada wysoka efektywnos¢ oraz sze-
rokie spektrum dziatania, gdyz obnizenie zawarto$ci jest widoczne prawie dla wszystkich
n-alkanow wchodzacych w skiad zanieczyszczen ropopochodnych w oczyszczanym od-
padzie G-44 (rys. 3).

Obliczone wskazniki oceny stopnia biodegradacji n-alkanéw wchodzacych w skfad
zanieczyszczen ropopochodnych (n-C7/Pr 1 n-Cg/F) w kolejnych etapach oczyszczania
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Rys. 3. Pordéwnanic zmian zawarto$ci n-alkanéw po przeprowadzeniu kolejnych ctapéow oczyszezania odpadu
z dotu urobkowego G-44 w warunkach laboratoryjnych (mctoda ex-situ).
(liczba powtorzen pomiarow n = 6-8, p < 0,05)

Fig. 3. Petroleum hydrocarbon (n-alkanes) content in subscquent waste purification stages.
Waste from G-44 purifiend in laboratory conditions (ex-situ method)
(number of repetitions n = 68, p < 0.05)
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odpadu wiertniczego G-44 ulegaja odpowiednio zmniejszeniu (tab. 1), co dowodzi, ze
biodegradacja przebiega na zadowalajacym poziomie.

Analiza mikrobiologiczna wykazala, ze w wyniku przeprowadzonej inokulacji biopre-
paratem na bazie mikroorganizméw autochtonicznych wzrosta liczba mikroorganizmow
utleniajacych weglowodory do poziomu 7 - 107 jtk/g odpadu.

W celu opracowania matematycznego modelu przebiegu procesu biodegradacji TPH
w kolejnych etapach oczyszczania w badaniach laboratoryjnych zastosowano biomarker —
C3pl17a(H),21B(H)-hopan, wzgledem ktorego przeprowadzono normalizacjg koncentracji
TPH oznaczanej w trakcie przebiegu poszczegdlnych etapdw procesu biodegradacji.

Przebieg procesu biodegradacji TPH w odpadzie z dotu urobkowego G-44 (obejmu-
jacego bioremediacje podstawowa i inokulacjg biopreparatem G-44) opisano réwnaniem [1].
Poszczego6lne wspoiczynniki niniejszego rownania (k, (C/Cpy)o) oraz wspoéiczynniki ko-
relacji (72) dla kolejnych etapéw oczyszczania zestawiono w tabeli 2. Stata biodegradaciji
pierwszego rzedu (k) podczas etapu bioremediacji podstawowej wynosi 0,0087 [d~1], za$
przy bioaugmentacji biopreparatem G-44 bazie mikroorganizméw autochtonicznych 0,0162
[d~!]. Stata biodegradacji pierwszego rzedu (k) jest wyzsza podczas etapu bioaugmentacji

TABELA |

Zcstawicnie wskaznikow okreslajacych stopien biodegradacji n-alkanéw po przeprowadzeniu kolejnych
ctapéw oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-44 w warunkach laboratoryjnych (metoda ex-situ)

TABLE 1

Indicators of pertoleum hydrocarbon biodegradation for subsequent purification stages. G-44 pit waste
material purification. Laboratory conditions (ex-situ metod)

Wskaznik P witesie, sekiiltyowvas] Po bioremediacji Po inokulacji mikroorganizmami
PG fywad) podstawowe;j autochtonicznymi
n-C,4/Pr 3,938 + 0,389 0,659 + 0,035 0,054 +.0,005
n-C,g/F 7,637 + 0,645 1,666 + 0,133 0,179 +£ 0,014
TABELA 2

Zestawicnie wspotczynnikéw réwnania modelu matematycznego biodegradacji TPH w kolejnych etapach
procesu oczyszczania odpadu G-44
TABLE 2

Comparison of first — order reaction rates of biodegradation model in subsequent purification stages G-44
pit waste material purification

Etap oczyszczania k[d-1] (CICh)g Wspélczxnnik
korelacji r2
Biorcmediacja podstawowa (G-44) 0,0087 + 0,002 6814 + 405 0,9579
Bioaugmentacja biopreparatem (G-44) 0,0162 £ 0,011 2539 + 189 0,9783
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biopreparatem G-44 na bazie mikroorganizmoéw autochtonicznych, co §wiadczy o wyzszej
dynamice przebiegu tego procesu.

Wspotczynniki korelacji wynosza odpowiednio; 0,9579 10,9783, co §wiadczy o zadowa-
lajacym dopasowaniu punktéw pomiarowych z poszczegélnych etapoéw biodegradacji TPH
do krzywych opisanych rownaniem [1] (rys. 2). Prawidlowo$¢ postgpowania podczas proby
opracowania modelu matematycznego biodegradacji TPH potwierdzaja doniesienia lite-
raturowe (Venosa 1 in. 1996, 1997; Xu i in. 2004).

Przeprowadzone badania w warunkach laboratoryjnych stanowig podstawg opracowania
wytycznych prowadzenia procesu biodegradacji substancji ropopochodnych z odpadu po-
chodzacego z dotu urobkowego G-44 w warunkach przemystowych metoda in-situ (Steliga
2006a; Siuta 2003).

Proces bioremediacji podstawowej przeprowadzono poprzez dawkowanie wapna nawo-
zowego, a nastgpnie nawozOw mineralnych w dawkach ustalonych w badaniach labora-
toryjnych. Prowadzono ciagly monitoring wlasciwosci fizykochemicznych oczyszczanego
odpadu, starajac si¢ zachowaé optymalne wartosci parametréw pH ~7,5 oraz N:P = 10:1
poprzez stosowanie korekty wyznaczonych dawek substancji biogennych. W okresie letnim,
przy zbyt matej iloSci opadow, stosowano zraszanie oczyszczanego terenu woda w celu
utrzymania optymalnej wilgotnosci odpadu. Proces biodegradacji podstawowej w warun-
kach terenowych prowadzono przez okres 10 miesigcy dozujac substancje biogenne w okre-
sie wiosennym 1 jesiennym.

Zawarto$¢ zanieczyszczen ropopochodnych monitorowano przez caty okres trwania
procesu wykonujac analizy chromatograficzne. W wyniku prowadzonego procesu uzys-
kano obnizenie zawartosci TPH do poziomu 21 458 mg/kg s.m. odpadu, co stanowi 51,6%
redukcji.

Po procesie biodegradacji podstawowe) najwyzszy stopiefn obnizenia zawartosci zanie-
czyszczen ropopochodnych zanotowano dla weglowodorow alifatycznych (n-alkandw)
n-C3 — n-Cyy w zakresie 48,5-69,9%. Weglowodory cigzkie o dlugosci fancucha od n-Cj3
do n-C5g ulegaja trudniej biodegradacji i stopien ich rozktadu wynosi: 21,5-38,7% (rys. 4).

W nastepnym roku prowadzenia procesu oczyszczania, w okresie wiosennym, rozpo-
czeto proces inokulacji biopreparatem G-44 na bazie mikroorganizméw autochtonicznych,
realizujac go w dwoch seriach w odstepach 3-miesigcznych. Biopreparat G-44 rozpro-
wadzano w warstwie napowierzchniowej oraz stosowano jego dozowania w wgigbne war-
stwy dotu urobkowego G-44. W wyniku prowadzenia procesu oczyszczania odpadu z dofu
urobkowego G-44 uzyskano obnizenie zawarto$ci TPH do poziomu 1259 mg/kg s.m. odpadu
zblizonego na otaczajacym terenie (,,tta”). Najszybciej zachodzita biodegradacja n-alkanéw
o dtugosci tancucha weglowego n-Cj3—n-Cj;, dla ktdrych stopien obnizenia zawiera sig
w przedziale 79,1-91,2%. Weglowodory cigzkie n-Cy3 do n-Csg ulegaja rowniez biode-
gradacji w wysokim stopniu w granicach 59,8-72,3%, co dowodzi szerokiego spektrum
dziatania w warunkach przemystowych opracowanego biopreparatu G-44 (rys. 4).

Odnotowane w warunkach przemystowych (metoda in-situ) zmniejszenie wartosci sto-
sunkow n-C7/Prin-C|g/F w stopniu tylko nieznacznie nizszym w poréwnaniu z warunkami
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Rys. 4. Poréwnanie zmian zawarto$ci n-alkandéw po prowadzeniu kolejnych etapéw oczyszczania odpadu
z dotu urobkowego G-44 w warunkach przemystowych (metoda in-situ)
(liczba powtérzen pomiaréw n = 8-10, p < 0,05)

Fig. 4. Petroleum hydrocarbon (n-alkanes) content in subsequent waste purification stages.
Waste from G-44 purifiend in the field conditions (in-situ method)
(number of repetitions n = 8-10, p < 0.05)

laboratoryjnymi (metoda ex-situ) $wiadczy, ze biodegradacja n-alkanow zachodzi na po-
dobnym poziomie (tab. 11 3).

Petna kontrola procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-44 1 wydiuzenie
czasu jego trwania umozliwia osiagnigcie w warunkach przemystowych (metoda in-situ)
prognozowanego stopnia biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych.

TABELA 3
Zestawienie wskaznikow okreslajacych stopieft biodegradacji n-alkanéw po przeprowadzeniu kolejnych
etapow procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-44 w warunkach przemystowych
(metoda in-situ)
TABLE 3

Indicators of pertoleum hydrocarbon (n-alkanes) biodegradation for subsequent purification stages. G-44 pit
waste material purification. The ficld process (in-situ method)

]
|

. . ) Po bi i . L _— .

Wskaznik Po wstepme] rekulbywacii o 1orcmcd1a.CJ1 Po inokulacji m1)qoorganumam1 5
podstawowcj autochtonicznymi

n-C4/Pr 4,028 + 0,308 0,863 + 0,048 0,109 + 0,019

n-Cg/F 7,466+ 0,635 1,980 + 0,125 0,192 + 0,024
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Rekultywacjg gruntu na dole urobkowym G-44 uznano za zakonczonag na podstawie
decyzji GN.6018-1-3/06 z dnia 25.05.2006 wydanej przez Starostg Brzozowskiego.

42. Omoéwienie wynikow badan procesu biodegradacji
zanieczyszczen ropopochodnych w odpadzie
z dotu urobkowego G-40

W wyniku przeprowadzonego na dole urobkowym G-40 zabiegu rekultywacyjnego,
zgodnie z projektem rekultywacyjnym GN.6018-1-1/06 z dnia 27.02. 2006 r. zatwierdzonym
przez Starost¢ Brzozowskiego, obejmujacego wykonanie drenazu odciekowo-melioracyj-
nego w catej objgtosci oczyszczanego odpadu z dotu urobkowego G-40, uzyskano obnizenie
zawarto$ci zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) do poziomu 37 245 mg/kg s.m. odpadu,
co stanowi 63,4% redukcji.

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ w odpadzie z dotu urobkowego G-40 zanieczyszczen
ropopochodnych oraz mineratéw ilastych o pgczniejacej strukturze (rys. 1), po osuszeniu
terenu dotu G-40 podjeto dziatania majace na celu modyfikacje struktury odpadu. Polegaty
one na zmieszaniu odpadu z dotu urobkowego G-40 z ,czysta ziemig” (nie zawierajaca
zanieczyszczen ropopochodnych) w optymalnym stosunku okreslonym na podstawie badan
laboratoryjnych wynoszacym 7:1.

Po przeprowadzonych zabiegach odpad G-40 postuzyt jako materiat badawczy w bada-
niach laboratoryjnych (metoda ex-situ). W wyniku prowadzonego w warunkach laboratoryj-
nych procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-40, podczas etapu bioremediacji
podstawowej stymulowane]j poprzez biowentelacje (dostarczanie tlenu przez napowietrza-
nie) oraz wzbogacanie $rodowiska glebowego w sktadniki biogenne wspomagajace rozwoj

-

® prébka odpadu G-40 po bioremediacji podstawowe;j

A probka odpadu G-40 po bioaugmentacji biopreparatem G-40

6000 T
L

4000
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Rys. 5. Obnizenie zawartosci TPH (C/Cy) po normalizacji hopanem w kolejnych ctapach biodegradacji
odpadu G-40 (liczba powtorzen pomiardow n = 4-6, p < 0,05)

Fig. 5. Reduction in TPH (C/Cy) quantity after hopane normalization in biodegradation phascs of G-40 waste
(number of repetitions n = 4-6, p < 0.05)
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mikroflory autochtonicznej, na podstawie wykonanych analiz chromatograficznych moz-
na stwierdzié, ze po okresie 80 dni nastapita znaczna redukcja (63,8%) TPH z 37 245 do
13 458 mg/kg s.m. odpadu. Podczas dalszego przebiegu procesu oczyszczania dynamika
biodegradacji zmniejszyta si¢ i utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie (rys. 5). Naj-
wyzszy stopien obnizenia zawartosci n-alkanéw zanotowano dla n-Cjg—n-Cyg w zakresie
59,5-74,5%, a w przypadku cigzszych weglowodoréw o dhugosci fancucha weglowego od
n-C,1-n-Cs¢ biodegradacja zachodzita w granicach 23,2-38,7% (rys. 6).

Dzieki potaczeniu uzyskanych wynikéw z badan mikrobiologicznych odpadu z dotu
urobkowego G-40 i analiz chromatograficznych zanieczyszczen ropopochodnych zawartych
w odpadzie, opracowano biopreparat G-40 z wyizolowanych, wyselekcjonowanych 1 nam-
nozonych mikroorganizméw autochtonicznych zawierajacy 17 aktywnych kultur bakte-
ryjnych. Etap oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-40 poprzez inokulacje biopre-
paratem G-40 prowadzono przez okres 120 dni.

Analiza chromatograficzna wykazala, ze po tym okresie dynamika procesu biodegradacji
ulegla zmniejszeniu 1 zawarto$¢ TPH wynosita 1 267 mg/kg s.m. odpadu. Najszybciej
zachodzita biodegradacja weglowodoréow alifatycznych (n-alkanow) o diugoscei tancucha
weglowego n-C3-n-Cyy, gdyz stopien obnizenia ich zawartosci zawieral sig w przedziale
82,3-97,1%. Weglowodory z zakresu n-Cy4—n-Cs¢ ulegaty biodegradacji w nieco mniej-
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Rys. 6. Porownanie zawartosci n-alkanéw po przeprowadzeniu kolejnych ctapow oczyszczania odpadu z dotu
urobkowego G-40 w warunkach laboratoryjnych (metoda ex-situ)
(liczba powtoérzen pomiardéw n = 6-8, p < 0,05)

Fig. 6. Petroleum hydrocarbon (n-alkanes) content in subsequent waste purification stages.
Waste from G-40 purifiend in laboratory conditions (ex-situ method)
(number of repetitions n = 6-8, p < 0.05)
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szym, lecz takze wysokim stopniu (57,6-71,2%), co dowodzi, ze opracowany biopreparat
G-40 posiada wysoka efektywno$¢ oraz szerokie spektrum dziatania i nadaje sig do sto-
sowania w warunkach przemystowych (rys. 6).

Obliczone na podstawie analiz chromatograficznych wskazniki oceny stopnia biode-
gradacji n-alkanow (n-C7/Pr 1 n-C;g/F) w kolejnych etapach oczyszczania odpadu G-40
ulegaja odpowiednio zmniejszeniu, co upowaznia do stwierdzenia, ze ich biodegradacja
przebiega na zadowalajacym poziomie (tab. 4).

W celu okreslenia szybko$ci biodegradacji TPH w badaniach laboratoryjnych zasto-
sowano biomarker — C3917a(H),2 1 B(H)-hopan, wzgledem ktérego przeprowadzono norma-
lizacje koncentracji analitu TPH zmieniajacej sie w trakcie prowadzenia kolejnych etapow
procesu oczyszczania.

Kinetyke biodegradacji TPH w kolejnych etapach oczyszczania odpadu G-40 (bio-
remediacji podstawowej i inokulacji biopreparatem G-40) opisano za pomoca réwnania [1],
ktorego wspdtczynniki przedstawiono w tabeli 5. Stala biodegradacji pierwszego rzgdu (k)
podczas etapu bioremediacji podstawowej wynosi 0,0096 [d~!], za$ przy bioaugmentacji
biopreparatem G-40 ksztaltuje sig na poziomie 0,0131 [d~!]. Wspétczynniki korelacji (r%)

TABELA 4

Zestawienie wskaznikow okreslajacych stopien biodegradacji n-alkanéw po przeprowadzeniu kolejnych
etapow procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-40 w warunkach laboratoryjnych
(metoda ex-situ)

TABLE 4

Indicators of pertoleum hydrocarbon biodegradation for subsequent purification stages. G-40 pit waste
material purification. Laboratory conditions (ex-sifu metod)

Wskaznik Powatepne) rekultywasi Po bloremedlafzjl Po inokulacji mlk.roorgar.uzmaml
podstawowej autochtonicznymi
n-C,/Pr 4,154 + 0,294 1,047 + 0,063 0,077 + 0,008
n-Cg/F 5,401 + 0,485 1,906 +0,156 0,162 £ 0,014
TABELA 5

Zestawicnie wspoiczynnikéw rownania modelu matematycznego biodegradacji TPH w kolejnych etapach
procesu oczyszczania odpadu G-40

TABLE 5

Comparison of first — order reaction rates of biodegradation model in subsequent purification stages G-40
pit waste material purification

Etap oczyszczania k [d-1] (CICx)o Wsp(’){czy_nnik
korelacji 72
Bioremediacja podstawowa (G-40) 0,0096 + 0,003 5604 + 399 0,9497
Bioaugmentacja biopreparatem (G-40) 0,0131 £ 0,009 1961 + 187 0,9945
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dowodza o zadowalajacym dopasowaniu punktéw pomiarowych z poszczegdlnych etapéw
biodegradacji TPH do krzywych opisanych réwnaniem [1] (rys. 5). Z poréwnania mate-
matycznych modeli pierwszorzedowej biodegradacji TPH, wynika, ze biodegradacja zanie-
czyszczen ropopochodnych w odpadach z dotu urobkowego G-44 i G-40 w poszczeg6lnych
etapach przebiega w podobnym tempie (tab. 2 i 5).

Przeprowadzone badania w warunkach laboratoryjnych (metoda ex-situ), podobnie jak
w przypadku oczyszczania dotu urobkowego G-44, pozwolily na opracowanie wytycznych
prowadzenia procesu oczyszczania z zanieczyszczen ropopochodnych odpadu z dotu urob-
kowego G-40 w warunkach przemystowych realizowanych metoda in-situ.

Proces bioremediacji podstawowe] przeprowadzono poprzez dawkowanie wapna nawo-
zowego, a nastgpnie nawozu mineralnego (Azofoska) w dawkach ustalonych w badaniach
laboratoryjnych. W trakcie procesu prowadzono ciagglty monitoring wiasciwos$ci fizykoche-
micznych oczyszczanego odpadu, starajac sig zachowaé optymalne warto$ci odczynu odpa-
du oraz stosunku N:P poprzez korektg wyznaczonych dawek. W okresie letnim, przy zbyt
matlej iloéci opadéw, stosowano zraszanie oczyszczanego terenu wodg w celu utrzymania
optymalnej wilgotno$ci odpadu. Proces bioremediacji podstawowej w warunkach przemy-
stowych prowadzono przez okres 10 miesiecy w okresie wiosennym i jesiennym. Zawarto$¢
TPH monitorowano przez caly okres trwania procesu wykonujac analizy chromatogra-
ficzne. W wyniku prowadzonego procesu uzyskano obnizenie zawartoéci TPH do poziomu
19 106 mg/kg s.m. odpadu, co stanowi 51,3% redukcji. Po procesie bioremediacji podsta-
wowej najwyzszy stopien obnizenia zawartoci zanieczyszczen ropopochodnych zanoto-
wano dla n-alkanéw o dlugosci tancucha weglowego n-Cjg—n-Cyg w zakresie 46,5-67,9%.
Weglowodory cigzkie o dtugosci tancucha weglowego od n-C,; do n-Cs¢ ulegaja trudnie;j
biodegradacji i stopien ich rozkladu ksztattuje si¢ na poziomie 15,7-37,6% (rys. 7).

W okresie letnim rozpoczgto proces inokulacji biopreparatem G-40 na bazie mikroorga-
nizméw autochtonicznych i1 prowadzono go w dwdch seriach w odstepach 3-miesigcznych,
stosujac napowierzchniowe i wglebne jego dozowanie. W trakcie prowadzenia procesu
oczyszczania (inokulacji biopreparatem G-40) uzyskano obnizenie zawarto§ci TPH z 19 106
do 8658 mg/kg s.m. odpadu.

W nastgpnym roku zabiegi rekultywacyjne na dole urobkowym G-40 prowadzono na
podstawie uzyskanego zezwolenia na prowadzenie dziatalnosci w zakresie unieszkodli-
wiania odpadéw na dole urobkowym G-40 metodg in-situ (Nr SR. 7644-1-8/07 z dnia
13 marca 2007) zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Srodowiska z dnia 21 marca 2006
w sprawie odzysku 1 unieszkodliwiania odpadéw poza instalacjami i urzadzeniami).

W wyniku prowadzonego procesu oczyszczania (inokulacji biopreparatem G-40) uzys-
kano obnizenie zawartosci TPH z 8 658 do 1 215 mg/kg s.m. odpadu, czyli do poziomu
zblizonego na otaczajacym go terenie.

Najszybciej zachodzita biodegradacja n-alkandéw o dtugoséci taticucha weglowego n-Cy; —
—n-Cy), dla ktérych stopien ich obnizenia zawierat si¢ w przedziale 71,8-87,4%. Weglowo-
dory cigzkie ulegajq rowniez biodegradacji w wysokim stopniu w granicach 43,6-69,8%, co
dowodzi szerokiego spektrum dziatania opracowanego biopreparatu G-40 (rys. 7).



106

4000 @ probka odpadu G-40 po rehﬂWacji Ws?QEnei
T Oprobka odpadu G-40 po bioremediacji podstawowej
S ) " mprébka odpadu G-40 po inokulacji mikroorganizmami
l‘ .1’ autochtonicznymi
3000 1

N
%3
=3
S

[
=1
(=3
IS

zawartoéé n-alkanéw [mg kg 's.m.]
9
(=1
(=]

=3
S
S

500

Rys. 7. Poréwnanie zawarto$ci n-alkanow po przeprowadzeniu kolejnych etapéw oczyszczania odpadu z dotu
urobkowego G-40 w warunkach przemystowych (metoda in-situ)
(liczba powtérzen pomiardéw n = 8-10, p < 0,05)

Fig. 7. Petroleum hydrocarbon (n-alkanes) content in subsequent waste purification stages.
Waste from G-40 purifiend in the ficld conditions (in-situ method)
(number of repetitions n = 8-10, p < 0.05

Na podstawie badan mikrobiologicznych przeprowadzonych w trakcie procesu biode-
gradacji TPH w odpadzie pochodzacym z dotu urobkowego G-40 zanotowano wzrost liczby
mikroorganizméw utleniajacych weglowodory z 2 - 10° do 1 - 107 jtk/g odpadu.

Rekultywacje gruntu na dole urobkowym G-40 uznano za zakonczong na podstawie
decyzji GN.6018-1-11/07 z dnia 13.11.2007 wydanej przez Staroste Brzozowskiego.

TABELA 6
Zcstawienie wskaznikow okreslajacych stopien biodegradacji n-alkanow po przeprowadzeniu kolejnych
ctapow procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego G-40 w warunkach przemystowych
(metoda in-situ)

TABLE 6
Indicators of pertoleum hydrocarbon (n-alkanes) biodegradation for subsequent purification stages.
G-40 pit waste material purification. The field process (in-situ method)

Po bi diacii . P . .
Wiekabnik P wrepne) eekalywadi o bioreme 1af:)1 Po inokulacji mlk'roorgar_nzmaml

podstawowej autochtonicznymi
n-C,4/Pr 4,030 + 0,295 1,370 + 0,091 0,110 + 0,009

n-C/F 5,436 + 0,498 2,046 £ 0,164 0,239 + 0,026
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Odnotowane zmniejszenie wartosci stosunkéw n-Cj7/Pr i n-Cg/F wyznaczonych na
podstawie analiz chromatograficznych $§wiadczy o zadawalajacym stopniu biodegradacji
n-alkanow wchodzacych w skiad zanieczyszczen ropopochodnych (tab. 6).

Poréwnywanie wartosci stosunkow n-C;7/Prin-C,g/F (tab. 41 6) po kolejnych procesach
oczyszczania realizowanych metoda ex-situ (w skali laboratoryjnej) 1 metoda in-situ (w wa-
runkach terenowych) dowodza o mozliwosci optymalizacji metody in-situ w skali prze-
mystowej na podstawie wynikow uzyskanych w warunkach laboratoryjnych.

Opracowane modele pierwszorzedowej biodegradacji TPH w warunkach laboratoryj-
nych (metoda ex-situ) moga by¢ pomocne w prognozowaniu efektow biodegradacji TPH
w warunkach terenowych (metoda ir-situ), co mozna stwierdzi¢ na podstawie przepro-
wadzonych badan obejmujacych zréznicowane pod katem stopnia skazenia substancjami
ropopochodnymi odpady z dotéw urobkowych G-44 1 G-40

Podsumowanie

Przedstawione wyniki dowodza prawidlowosci podjgtych decyzji o zastosowaniu do
oczyszczania odpadow z dotéw urobkowych G-44 1 G-40 etapowe;j technologii oczyszczania
odpadéw wiertniczych/gleby z zanieczyszczen ropopochodnych metoda in-situ, ktora zo-
stata objeta zgloszeniem patentowym z dnia 28 stycznia 2005 Nr P 372501.

Obnizenie zawartosci TPH w odpadach z dotow urobkowych G-44 i G-40 do poziomu
zblizonego do ,.tta” okreslonego dla sasiadujacych terenéw uzyskano dzigki optymalizacji
czynnikdéw majacych wptyw na przebieg procesu biodegradacji substancji ropopochodnych.

Chociaz przetransponowanie wynikow badan laboratoryjnych (metoda ex-situ) na po-
trzeby oczyszczania odpadéw wiertniczych w terenie (metoda in-situ) nie jest tatwe ze
wzgledu na duzg zlozonos¢ i konieczno$é brania pod uwage wielu uwarunkowan oraz
opracowanie sposobow skutecznego sterowania przebiegiem biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych, to jednak pozwalaja one na:

— kontrolg przebiegu proceséw oczyszczania odpadu wiertniczego z dotu urobkowego,

— dobodr optymalnych dawek wapna nawozowego 1 nawozow mineralnych,

— wstepne okre$lenie ram czasowych prowadzenia poszczegélnych etapdéw oczysz-

czania,

— zapoznanie si¢ z efektywnoscig opracowanego biopreparatu na bazie mikroorga-

nizméw autochtonicznych.

Zastowanie biomarkera (C3917a(H),21B(H)-hopan) do normalizacji stezen TPH w trak-
cie przebiegu poszczegodlnych etapéw oczyszczania odpadu pozwolito na przedstawienie
pierwszorzgdowego modelu biodegradacji TPH i poréwnanie kinetyki biodegradacji TPH
w odpadach pochodzacych z dotéw urobkowych G-44 i G-40.

Opracowana metoda chromatograficznego oznaczania zanieczyszczen ropopochodnych
w odpadzie wiertniczym/glebie stwarza mozliwo$¢ petnej kontroli przebiegu oczyszcza-
nia. Pozwala ona rowniez na uchwycenie zmian zawarto$ci n-alkanéw wchodzacych w sktad
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zanieczyszczen ropopochodnych podczas przebiegu ich biodegradacji w kolejnych etapach
oczyszczania. Ponadto umozliwia dokonanie oceny stopnia biodegradacji n-alkanéw po-
przez okre$lenie zmian warto$ci wskaznikow n-C;/Pr i n-C;g/F.

Kontrola przebiegu procesu oczyszczania, obok niezaprzeczalnych korzysci wynikaja-
cych ze §ledzenia postgpu procesow oczyszczania, pozwala takze na uruchomienie srodkow
zaradczych w momencie obnizenia sig ich skutecznosci.

Dzigki potaczeniu analiz chromatograficznych zanieczyszczen ropopochodnych z ba-
daniami mikrobiologicznymi opracowano indywidualnie dla kazdego oczyszczanego dotu
urobkowego biopreparat na bazie mikroorganizméw autochtonicznych o sktadzie 1 zakresie
dziatania $ci$le dostosowanych do chemicznego charakteru zanieczyszczen ropopochod-
nych w nich wystgpujacych. Biopreparat charakteryzuje si¢ szerokim spektrum oraz wy-
soka efektywnoS$cig dziatania.
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OPTYMALIZACJA PROCESU BIODEGRADACJ1 ZANIECZYSZCZEN ROPOPOCHODNYCH W ZASTARZALYCH ODPADACH
Z DOLOW UROBKOWYCH

Stowa kluczowe

Zanicczyszczenia ropopochodne, TPH, biodegradacja, bioremediacja, biouagmentacja*, mikroorganizmy
autochtoniczne, odpad wiertniczy, dot urobkowy, gleba, chromatografia GC.

Streszczenie

Substancje ropopochodne stanowia jedno z gtownych Zrédet skazenia gleby z terenéw zastarzatych dotow
urobkowych, ktére powstaly w wyniku prowadzenia na tych obszarach prac poszukiwawczych, wybobywczych
i cksploatacyjnych powodujac degradacjg i nicprzydatnosé¢ uzytkowa gleby.

W artykule przedstawiono zagadnienia zwiazane z problemem oczyszczania odpadéw pochodzacych z za-
starzatych doléw urobkowych, na przykiadzie dotéow urobkowych G-44 i G-40 rozniacych si¢ zawartoscia
zanieczyszczen ropopochodnych oraz mineratow ilastych w odpadzie.

Caly cykl oczyszczania gleby/odpadu wiertniczego z zanieczyszczen ropopochodnych kontrolowany jest
za pomoca opracowanej metodyki chromatograficznego oznaczania substancji ropopochodnych w odpadzie
wiertniczym/glebie. Pozwala ona na zaobserwowanie zmian zawartosci n-alkanéw wchodzacych w skiad za-
nieczyszczen ropopochodnych podczas procesu ich biodegradacji w poszczegolnych etapach oczyszczania oraz
umozliwia ocene stopnia biodegradacji n-alkanéw za pomoca wskaznikéw: n-C,/Pr i n-Cg/F.

W badaniach laboratoryjnych przy zastosowaniu biomarkera: C3o170(H),21B(H)-hopane do normalizacji
stgzen analitu (TPH) przedstawiono pierwszorzedowy model biodegradacji TPH w kolejnych etapach pro-
wadzonego procesu oczyszczania.

Omoéwiono wyniki prac optymalizacyjnych podczas oczyszczania dotéw urobkowych wykorzystujac etapowa
technologie oczyszczania odpadu wiertniczego/gleby z zanieczyszczen ropopochodnych obejmujaca: rekulty-
wacje wstgpna, bioremediacjg podstawowa, bioaugmentacjg poprzez inokulacjg* biopreparatem opracowanym na
bazie mikroorganizméw autochtonicznych, ktora modyfikowano w zaleznosci od charakteru zanicczyszczen
oczyszczanego obiektu.

Przeniesienie wynikow badan laboratoryjnych (ex-situ) na warunki przemystowe stwarza duze trudnosci,
jednakze byly one podstawa opracowania wytycznych prowadzenia procesu oczyszczania metoda in-situ,
a ponadto pozwolily przesledzi¢ przebieg procesu oczyszczania odpadu z dotu urobkowego, dobra¢ optymalne
dawki substancji biogennych, okre§li¢ ramy czasowe prowadzenia poszczegdlnych etapéw oczyszczania oraz
zapoznac si¢ z efektywnoscia opracowanego biopreparatu na bazie mikroorganizméw autochtonicznych.

Przedstawiona technologia oczyszczania gleby z dotdw urobkowych o wysokiej koncentracji zanieczyszczen
ropopochodnych, polegajaca na etapowym prowadzeniu procesu oczyszczania, umozliwia usunigcie tych za-
nieczyszczen do zadowalajacego poziomu, co potwierdza jej praktyczng przydatnosé.

* Terminologia stosowana przez autorkg.
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OPTIMISATION OF BIODEGRADATION PROCESS FOR PETROLEUM POLLUTANTS
IN WEATHERED WASTES FROM MUD PITS

Key words

Petroleum pollutants, TPH, petroleum hydrocarbons, biodegradation, bioremediation, bioaugmentation,
autochthonous microorganisms, chromatography GC, drilling wastes, mud pit, soil

Abstract

Petroleum substances are one of the principal sources of soil contamination on the area of weathered mud pits,
which originate from execution of surveying, extraction and exploitation works causing soil degradation and
usclessness.

The article presents the matters related to the issue of cleaning of wastes, which originate from weathered mud
pits on the basis of the examples of pits no G-44 and G-40, which differ in contents of petroleum pollutants and
loamy minerals in wastes.

The total cycle of cleaning of the drilling wastes/soil of the petroleum pollutants was controlled by the
claborated method of chromatographic marking of petroleum substances in drilling wastes/soil. The method
allowed for following the changes of contents of n-alkanes included in the oil hydrocarbon in the course of their
biodegrading process in particular stages of cleaning and allowed for assessing of the biodegrading level of
n-alkanes using indicators: n-C,5/Pr and n-Cg/F.

Morcover, within the course of laboratory studies a biomarker: Cyy17a(H),21B(H)-hopane was used to
normalized analyte concentrations (the TPH) in order to present a simplified mathematic model of the course of
biodegrading process.

The results of optimization works are discussed for mud pits using the phased cleaning process of drilling
waste/soil of the petroleum pollutants, which includes: initial reclaiming, basic bioremediation, and bioaug-
mentation by inoculation with a biopreparation based on autochthonic microorganisms, which has been modified
depending on character of pollutants in cleaned object.

Transferring of the laboratory research results (ex-situ) into the industrial conditions generated large diffi-
cultics, however, it was the basis for elaboration of guidelines for conducting cleaning process with an in-situ
mcthod. Moreover, it allowed for following of the cleaning process of drilling pit waste, selection of optimal doses
of biogenic substances, determining of time framework of particular stages of cleaning and learning about
cfficicncy of developed biopreparation based on the autochthonic microorganisms.

The presented process of cleaning of mud pit soil featuring high concentration of oil prtrleum pollutants, which
depends on running a staged process of cleaning, allows for removing of these pollutants to a satisfactory level thus
confirming its practical uscfulness.



