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Ocena efektywnosci biodegradacji weglowodorow
ropopochodnych w zastarzatym odpadzie

z dotu urobkowego Graby-59 w warunkach
przemystowych metoda in-situ

W artykule przedstawiono etapowe oczyszczanie zastarzatego odpadu wiertniczego zanieczyszczonego substancjami
ropopochodnymi, zdeponowanego w starym dole urobkowym Graby-59. Opracowana technologia byta realizowana
w warunkach przemystowych metoda in-situ i obejmowata nastepujace etapy: remediacj¢ wstgpng — polegajaca
na drenazu melioracyjno-odcickowym, modyfikacj¢ struktury odpadu, bioremediacj¢ podstawowa — stymulowa-
ng przez wapnowanie i wzbogacanie Srodowiska odpadu w sktadniki biogenne oraz inokulacj¢ biopreparatami
opracowanymi na bazie autochtonicznych niepatogennych bakterii, grzybow i drozdzy wyizolowanych z terenu
oczyszczanego dotu urobkowego. Caty proces oczyszczania odpadu wiertniczego z zanieczyszczen ropopochodnych
kontrolowano za pomoca kompleksowego monitoringu, obejmujacego badania fizykochemiczne odpadu, analizy
chromatograficzne zanieczyszczen ropopochodnych, badania mikrobiologiczne z wykorzystaniem nowoczesnych
technik biologii molekularnej, co pozwolito na optymalizacj¢ przebiegu procesow bioremediacyjnych oraz na oceng
ich efektywnosci. Wielokryterialng oceng skutecznosci bioremediacji odpadu wiertniczego z terenu starego dotu
urobkowego Graby-59 rozszerzono o badania toksykologiczne z wykorzystaniem testu Microtox® SPT, co pozwolito
na obserwacj¢ zmian wtasnosci toksycznych w trakcie prowadzenia proceséw oczyszczania odpadu i przesledzenie
powstawania metabolitoéw posrednich podczas biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych. Przedstawiony tok
postgpowania w prowadzonym procesie oczyszczania silnie skazonego substancjami ropopochodnymi odpadu
z dotu urobkowego Graby-59 umozliwit po okresie 3 lat uzyskanie obnizenia zawarto$ci zanieczyszczen ropopo-
chodnych do poziomu nieprzekraczajacego dopuszczalnych wartosci okreslonych przez obowigzujace standardy
jakosci gleby i ziemi. Pozwolito to na zakonczenie rekultywacji terenu dotu urobkowego i przekazanie go do
zagospodarowania jako uzytku lesnego. W trakcie prowadzonego procesu rekultywacji spelniono obowiazujace
wymagania administracyjno-prawne w zakresie polskiego ustawodawstwa, co zaowocowato uzyskaniem decyz;ji
o zakonczeniu rekultywacji.

Stowa kluczowe: odpady wiertnicze, dot urobkowy, zanieczyszczenia ropopochodne, bioremediacja, mikroorga-
nizmy autochtoniczne, inokulacja, ekotoksykologia.

Estimation of biodegradation effectiveness of petroleum hydrocarbons in weathered
wastes from the Graby-59 pit in industrial conditions using the in-situ method

The aim of this article is to present the remediation problem of 50-year-old weathered wastes (soil) from the Graby-59
waste pit. This work presents effects of wastes remediation with the use of a stage technology: initial reclamation,
modification in the wastes structure in order to increase microorganisms and nutrients bioaccess to petroleum hy-
drocarbons; basic bioremediation stimulated by liming and waste environment enrichment with biogenic substances
and bioaugmentation consisting of inoculation of the pre-treated wastes with biopreparations developed on the basis
of indigenous bacteria, enriched with isolated fungi and yeast during the final phase of inoculation. The entire proc-
ess of drill wastes remediation was controlled with the use of monitoring, which consisted of: physico-chemical
research on waste, chromatographical analysis of petroleum pollutants, microbiological tests with an application
of an innovative technology of molecular biology. This enabled optimisation of bioremediation and estimation of
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its effectiveness. Multi-criteria estimation of Graby-59 waste bioremediation effectiveness was aided with toxi-
cological research using the Microtox® SPT test. This enabled observation of toxicological properties alternations
during wastes purification and observation of indirect metabolites development during petroleum hydrocarbons
biodegradation. The above presented remediation technology, applied to strongly polluted weathered wastes from
waste pit, resulted in decrease in petroleum pollutants content to a satisfactory level in 3 years. Recultivation of
waste pit area was completed and the area could be re-forested. During recultivation, all required legal and ad-
ministrative standards concerning Polish law were taken into consideration, which resulted in the administrative

decision of recultivation completion.

Key words: drill wastes, waste pit, petroleum contaminants, bioremediation, indigenous microorganisms, inocula-

tion, ecotoxicology.

Wstep

Gornictwo naftowe eksploatuje cenne zasoby gazu ziem-
nego i ropy naftowej, a takze wytwarza odpady powodujace
trudno odwracalne zmiany w Srodowisku naturalnym. Od-
pady wiertnicze pochodzace z wiercen prowadzonych przed
50-60 laty deponowano w dotach urobkowych. Odpady te
zawieraly, oprocz urobku skalnego, sktadniki ptuczki (naj-
czgsciej bentonit) 1 ropg z nawierconych warstw roponosnych
oraz ziemig, ktoérg dodawano podczas wstepnych zabiegow
ich likwidacji. Uszczelnienie itowe doldw urobkowych,
dotychczas skutecznie powstrzymujace rozprzestrzenianie
si¢ substancji ropopochodnych w §rodowisku, nie zawsze
bedzie wystarczajacym zabezpieczeniem przed skazeniem
wod podziemnych. Ponadto niestabilno$§¢ mechaniczne;j
gornej warstwy odpadu i ewentualna utrata zelowej struktury
koloidalnej odpadu w wyniku zjawiska tiksotropii moga
spowodowac¢ zagrozenia dla ludzi, zwierzat, oraz sprzetu
uzywanego do prac lesnych.

Wysoka zawartos$¢ zanieczyszczen ropopochodnych
(70 000+200 000 mg TPH/kg s.m.) w odpadach wiertniczych
zdeponowanych w starych dotach urobkowych stwarza duze
trudnos$ci podczas prowadzenia prac bioremediacyjnych.
Z tego wzgledu koncepcje technologiczng oczyszczania od-
padéw oparto na etapowej realizacji kolejnych procesow
oczyszczania, pozwalajacych na stopniowe obnizanie poziomu
zanieczyszczen ropopochodnych, co umozliwia sukcesywne
wprowadzanie kolejnych metod coraz glebszego oczyszczania
skazonego terenu. W celu obnizenia wysokiej zawarto$ci za-
nieczyszczen ropopochodnych do poziomu umozliwiajacego
zastosowanie metod biologicznego oczyszczania (ponizej
50 000 mg/kg s.m.) konieczne jest przeprowadzenie wstepnej
remediacji polegajacej na drenazu melioracyjno-odciekowym,
ktory pozwala na 50+75-procentowe obnizenie zawartosci
zanieczyszczen ropopochodnych w catej masie odpadu zgro-
madzonego w dole urobkowym [31, 32, 34].

Do biodegradacji skazen substancjami ropopochodnymi w
srodowisku glebowym, oprocz obecnosci mikroorganizmow
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zdolnych do rozktadu tych zanieczyszczen, niezbedna jest
takze odpowiednia zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych,
natlenienie, warunki temperaturowe, odczyn (pH) gleby
oraz odpowiednia wilgotnos¢ i eliminacja zwigzkow tok-
sycznych [11, 26, 42]. Jednym z gtéwnych czynnikow de-
cydujacych o podatnosci ww. odpadw na biodegradacje jest
budowa chemiczna weglowodoréw ropopochodnych (diugosé
fancucha, jego rozgalezienie, obecnos¢ tlenu w czgsteczce
weglowodorow, wystepowanie 1 potozenie podstawnikow,
struktura i liczba pierscieni) [10, 27]. ROwnie waznym czynni-
kiem jest biodostepno$¢ mikroorganizméw do weglowodorow
ropopochodnych, ktéra zalezy od struktury gleby, wtasci-
wosci geologicznych, pochodzenia zanieczyszczen i czasu
ich kontaktu z glebg oraz od wtasciwosci fizjologicznych
mikroorganizméw [9, 37, 38, 39].

Zadaniem bioremediacji podstawowej jest zwigksze-
nie liczebnosci mikroorganizméw autochtonicznych przez
wzbogacenie Srodowiska w skladniki odzywcze 1 opty-
malizacj¢ parametréw przebiegu procesu. Weglowodory
ropopochodne, tak jak kazda substancja organiczna, moga
by¢ wykorzystywane jako Zrodto wegla do budowy biomasy
komorek. Rozwoj drobnoustrojow warunkuje jednak takze
dostep do innych sktadnikéw pokarmowych, takich jak:
azot, fosfor, siarka, wapn, magnez i potas. W glebach, ktore
ulegty skazeniu substancjami ropopochodnymi, drastycznie
zostaje zaktocony stosunek azotu do fosforu. Powszechnie
uwaza si¢, ze optymalny dla rozwoju mikroorganizmoéw
udziat poszczegolnych pierwiastkéw biogennych ksztaltu-
je si¢ na poziomie: C:N:P = 100:10:1, czyli zblizonym do
ich zawartosci w komorkach drobnoustrojowych [43, 45].
Jednakze, ze wzgledu na rozne szybkosci rozktadu poszcze-
g6lnych weglowodordéw 1 nieznany stopien przyswajania
nutrietéw przez mikroorganizmy w zalezno$ci od rodzaju
gleby, optymalne ilosci nawozow mineralnych nalezy ustali¢
w badaniach laboratoryjnych [15, 29]. Dobor dawki substan-
cji biogennych dokonano poprzez wyznaczenie wzajem-



nych zalezno$ci pomiedzy aktywnoS$cig dehydrogenazowa
odpadu a ilo$cig dozowanych substancji biogennych oraz
obnizeniem si¢ zawartos$ci zanieczyszczen ropopochodnych
w oczyszczanym odpadzie [33].

Obecnie prowadzone sg badania nad przyspieszeniem
biodegradacji weglowodorow na drodze procesow biotech-
nologicznych, przy wykorzystaniu aktywnych kultur bak-
teryjnych uprzednio wyizolowanych z silnie skazonych
srodowisk naturalnych. Z uwagi na stosunkowo niskie koszty
oraz wysoka skuteczno$¢, metody biologiczne znajduja prak-
tyczne zastosowanie na skalg techniczng [5, 14, 15]. Ropa
naftowa stanowi skomplikowany, wielosktadnikowy uktad
1z tego wzgledu do jej rozktadu wskazane jest zastosowanie
mieszaniny kultur bakteryjnych o rozbudowanym aparacie
enzymatycznym. W celu uniknig¢cia antagonistycznego od-
dzialywania mikroflory autochtonicznej gleby na obce kultury
drobnoustrojow nieprzystosowane do danego $rodowiska,
preferuje si¢ sporzadzenie konsorcjow bakteryjnych na ba-
zie uprzednio wyizolowanych z gleby mikroorganizméow
autochtonicznych [3, 4, 16, 21].

Zdolnos$¢ mikroorganizméw do adaptacji zanieczyszczen
odgrywa szczegdlnie istotng role w rozktadzie ksenobioty-
kow. Do najaktywniejszych bakterii posiadajacych zdolno$é
biodegradacji weglowodorow ropopochodnych (alifatycznych
1 aromatycznych) najczesciej opisywanych w literaturze
nalezg bakterie: Rhodococcus erythropolis, Micrococcus
luteus, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseu-
domonas veronii, Rhizobium daejeonense, Mycobacterium
friederiksbergense, Mycobacterium vanbaalenii, Nocardia
asteroides, Sphingomonas paucimobilis, Sphingomonas yano-
ikuyae [6, 11, 18, 40, 44].

Grzyby rowniez odgrywaja znaczgca role w usuwaniu
weglowodordw ropopochodnych poprzez wytwarzanie
produktoéw posrednich o czesto zmniejszonej toksycznosci
1 zwigkszonej podatnosci na rozktad z udzialem bakterii
1 dlatego nie powinny zosta¢ zignorowane w rozwoju sku-
tecznych strategii bioremediacji. W literaturze §wiatowe;j
przedstawiono szereg badan procesu biodegradacji z wykorzy-
staniem nastepujacych grzyboéw: Cladosporium, Aspergillus,
Cunninghamella, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trichoderma asperellum,
Cladophialophoria [12, 20, 28, 35, 41].

Drozdze nalezace do gatunku Yarrowia lipolytica wyka-
zuja duze zdolnosci asymilacyjne w stosunku do weglowodo-
réw 1 83 wykorzystywane w procesie bioremediacji gruntow
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi [24].
Wprowadzenie do sktadu biopreparatu niepatogennych ga-
tunkoéw drozdzy przyspiesza proces oczyszczania gruntu.

W trakcie badan mikrobiologicznych, majacych za zadanie
opracowanie profesjonalnego biopreparatu na bazie niepatogen-

artykuty

nych bakterii i grzybow pochodzacych z przeznaczonych do
oczyszczania silne skazonych substancjami ropopochodnymi
terenéw dotow urobkowych, stwierdzono, ze zakres mikro-
biologicznych analiz klasycznych nalezy rozszerzy¢ o badania
opierajace si¢ na technikach molekularnych. Przy zatozeniu
duzej bior6znorodnosci opracowanych biopreparatow, badania
te sa wskazane w celu doktadnej identyfikacji mikroorgani-
zmbw, poprzez przeprowadzenie sekwencjonowania genu
kodujacego 16SrRNA dla bakterii i 18SrRNA dla grzybow.

Powyzsze badania nalezg do nowoczesnych technik molekular-

nych, cz¢sto wykorzystywanych do okreslania réznorodnosci

populacji mikroorganizmow w procesach bioremediacyjnych

[7,8, 22,25, 33]. Identyfikacja metodami molekularnymi bak-

terii 1 grzybow wchodzacych w sktad biopreparatoéw ma duze

znaczenie rowniez ze wzgledu na mozliwos¢ okreslenia, czy
nie nalezg one do gatunkow patogennych. W badaniach tych
oparto si¢ na liscie klasyfikacji stosowanej przez American

Type Culture Collection (ATCC) numer 1 (Biosafety Level — 1)

oraz klasyfikacji wprowadzonej przez Europen Confederation

of Medical Mycology (ECMM) okreslajacej poziom szkodli-

wosci poszczegolnych grzybow plesniowych [33].

W wyniku prowadzonych przez INiG — PIB (Zaktad
Technologii Eksploatacji Plynow Ztozowych oraz Zaktad
Mikrobiologii) dtugoletnich badan laboratoryjnych i tereno-
wych opracowana zostata etapowa technologia oczyszczania
z zanieczyszczen ropopochodnych zastarzatych odpadow
z dotow urobkowych. Wytyczne przeprowadzenia kolej-
nych etapow oczyszczania terenu danego dotu urobkowego
w warunkach przemystowych metoda in-situ opracowano
na podstawie badan laboratoryjnych (metoda pryzmowania
ex-situ) [31, 32, 33].

Obejmowata ona nastgpujace etapy:

» remediacje wstepna — polegajaca na drenazu melioracyj-
no-odciekowym,

* modyfikacje¢ struktury odpadu,

* Dbioremediacj¢ podstawowg — stymulowang poprzez
dostarczenie tlenu (napowietrzenie oczyszczanej gleby
1 ziemi) 1 substancji biogennych w celu uaktywnienia
mikroflory autochtoniczne;j,

* Dbioaugmentacj¢ — polegajaca na wprowadzeniu do eko-
systemu oczyszczanego terenu aktywnego biopreparatu
sporzadzonego na bazie wyizolowanych, wyselekcjo-
nowanych i namnozonych niepatogennych gatunkéw
bakterii autochtonicznych,

* Dbioaugmentacj¢ — polegajaca na wprowadzeniu do eko-
systemu oczyszczanego terenu aktywnego biopreparatu
sporzadzonego na bazie bakterii autochtonicznych, zmo-
dyfikowanego poprzez wzbogacenie go o wytypowane
niepatogenne gatunki grzybow i drozdzy wyizolowane
z terenu oczyszczanego dotu urobkowego.
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Na drodze przemian chemicznych i mikrobiologicznych
podczas procesu biodegradacji weglowodorow ropopochod-
nych moga powstawaé metabolity o zréznicowanej lub stabo
poznanej aktywnosci biologicznej [17, 19]. Oznaczenie
poziomu stezen pozostatych metabolitow jest trudne i dla-
tego coraz czg$ciej ocene stopnia skazenia wykonuje sie
za pomocg testow toksykologicznych, ktore ponadto daja
obraz badanych populacji w zakresie $miertelnosci, wzrostu,
reprodukcji i zaburzen fizjologicznych [23, 30].

W procesach bioremediacyjnych zanieczyszczen ropo-
pochodnych na szczeg6lng uwage zastuguje test Microtox®™
SPT, w ktorym jako bioindykatory zastosowane zostaty
bakterie luminescencyjne Vibrio fischeri (ISO 113480), zu-
zywajace w normalnych warunkach okoto 10% metabolizmu
na wytwarzanie §wiatta. W obecno$ci substancji toksycz-
nych, wplywajacych ujemnie na metabolizm komoérkowy,
bakterie te bardzo szybko reagujg spadkiem luminescencji
[1, 2,13, 36].

Charakterystyka materialu badawczego

Dot urobkowy Graby-59 pochodzacy z lat 1947—-1983
zawieral 1235 m® odpadu i nalezat do ,,dotéw mokrych”
z duzymi widocznymi plamami substancji ropopochodnych
na powierzchni (rysunek 3).

Na podstawie chromatograficznych analiz zanie-
czyszczen ropopochodnych (TPH) odpadu z dotu urob-
kowego Graby-59, z gltebokosci 0+0,50 m ppt, wyod-
rebniono dwa obszary, rozniace si¢ poziomem skazenia:
obszar A (18 910+158 908 mg TPH/kg s.m.) oraz obszar B
(16 479+92 264 mg TPH/kg s.m.) — rysunek 1.
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Rys. 1. Rozktad zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) w dole urobkowym
Graby-59 w warstwie powierzchniowej (30 cm ppt) z zaznaczonymi

punktami poboru prébek analitycznych

Analizy probek odpadu pobranych w glebszych warstwach
dotu urobkowego Graby-59 wykazaty, ze na glgbokosci
0,80 m ppt zanieczyszczenie substancjami ropopochodnymi
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30.00

ksztattuje si¢ na poziomie: 27 271+106 473 mg TPH/kg s.m.,
a dopiero na giebokosci 170 cm ppt warto$ci zanieczyszczen
TPH zblizaty si¢ do poziomu standardow glebowych. Analiza
chromatograficzna wykazata, ze n-alkany o dtugosci tancu-
cha weglowego nC,—nC,, w usrednionych probkach odpadu
z roznych interwatéw glebokosciowych stanowily od 75,2
do 80,41% zanieczyszczen ropopochodnych.

W odpadzie z dohu urobkowego Graby-59 stwierdzono
obecno$¢ weglowodorow monaromatycznych (BTEX) na
poziomie: 68,5+161,4 mg/kg s.m., zawarto$¢ ta wraz z gle-
bokoscig ulegata zmniejszeniu. W przewazajacej
ilosci, przekraczajacej dopuszczalne standardy
glebowe, wystgpowat benzen i toluen. Wie-
lopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) pojawiaty si¢ w $sladowych ilosciach
(od 2,802 do 3,624 mg/kg s.m.). Najwyzsze
zawartos$ci sposrod zidentyfikowanych WWA
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wykazywat naftalen (1,659+2,457 mg/kg s.m.),
a pozostate okreslono w ilosciach §ladowych,
nieprzekraczajacych standardow glebowych.
Warto$ci pH wyciggdéw wodnych odpa-
du (10:1) z dotu urobkowego Graby-59 sa mato
zréznicowane i dla wszystkich badanych prob

TPH [mg/kg s.m.]

mieszcza si¢ w zakresie 6,20+6,69. Oznaczone
wartosci sa znacznie nizsze od wystepujacych

w odpadach z wiercen obrotowo-ptuczkowych,
gdzie pH czgsto przekracza 9,0 — co jest spowo-
dowane regulowaniem odczynu ptuczki przez
dawkowanie rozpuszczalnych wodorotlenkdéw
lub wodoroweglanow. Zawartos$¢ substancji or-
ganicznych (oznaczanych wskaznikiem ChZT,,)
w wyciggach wodnych z badanego odpadu mie-
$ci si¢ w zakresie 268+454 mg O,/dm’ i nie
przekracza warto$ci oznaczanych w odpadach
wiertniczych (wiercenia metoda obrotowo-
ptuczkowq), ktére przewaznie sg wyzsze niz 1500 mg O,/dm’,
a w niektorych przypadkach osiggaja 9000 mg O,/dm’. Przed-
stawione wyniki badan przemawiaja za tym, ze odpad z dotu



urobkowego Graby-59 nie zawierat odpadow phuczek stoso-
wanych w wierceniach obrotowo-ptuczkowych (np. zwigzkow
skrobiowych, celulozowych, polimeréw i innych substancji
organicznych) [33].

Zawartos$¢ metali cigzkich w analizowanych probkach nie
przekraczala dopuszczalnych wartos$ci, okreslonych przez
standardy jakos$ci gleby i ziemi, podane w rozporzadze-
niu Ministra Srodowiska z dnia 9 wrze$nia 2002 r. (Dz.U.
72002 r. nr 165, poz. 1359). Odnotowano jedynie nieznacz-
ne podwyzszenie zawarto$ci baru w probkach z interwatu
30+120 cm ppt na obszarze oczyszczanego dotu urobkowego,
co jest zwigzane z zastosowaniem przy poglebianiu otworu
Graby-59 ptuczki na bazie bentonitu.

Obliczone na podstawie wykonanych analiz chemicz-
nych proporcje zawartosci C:N:P odbiegaja od optymalnych
(C:N:P =100:10:1) i ksztattuja si¢ na poziomie: 100:1:1—
100:1,5:1 — co dowodzi, ze procesy mikrobiologiczne w $ro-
dowisku glebowym sg zahamowane i bez odpowiedniego
wzbogacenia gleby/odpadu w substancje biogenne mikro-
organizmy autochtoniczne nie zostang uaktywnione.

Oznaczona obecno$¢ fenoli w warstwach powierzchnio-
wych omawianego dotu urobkowego wahata si¢ w zakresie:

artykuty

19,5+25,8 mg/kg s.m., co przekracza dopuszczalne wartosci
stezen w glebie 1 ziemi.

Analiza mineralogiczna pozwala na stwierdzenie, ze
odpad z dotu urobkowego Graby-59 zawieral znaczne ilosci
mineratow ilastych (36+62%). Dyfraktogram rentgenowski
frakcji ilastej dokumentuje stan wysokiej delaminacji mine-
ratéw o strukturze peczniejacej (mieszano-pakietowy illit/
smektyt), o zawarto$ci pakietow smektytowych wynoszacej
okoto 85+95%.

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ mineratéw ilastych
o strukturze pgczniejacej w badanej glebie/odpadzie po-
chodzacym z dotu urobkowego Graby-59, konieczne bylo
podjecie dziatan majacych na celu modyfikacje jego struktury,
co umozliwito uzyskanie lepszych efektow w procesach
oczyszczania ze skazen substancjami ropopochodnymi.

Na podstawie przeprowadzonych analiz oraz przegladu
dokumentow archiwalnych wiercen stwierdzono, ze odpad
z dotu urobkowego Graby-59 zawiera glebe i ziemi¢ bardzo
silnie skazona substancjami ropopochodnymi i mozna go
zakwalifikowa¢ do grupy odpadow o kodzie ex 17 05 03"
»gleba i ziemia zanieczyszczona substancjami ropopo-
chodnymi”.

Charakterystyka opracowanych biopreparatéw

Z zanieczyszczonego odpadu pochodzacego z dotu urob-
kowego Graby-59 w Zaktadzie Mikrobiologii INiG — PIB
wyizolowano lacznie 20 szczepow bakteryjnych, charak-
teryzujacych si¢ zdolnoscig wykorzystania ropy naftowe;j
1 weglowodorow jako jedynego zrodta wegla. Wyodreb-
niono przedstawicieli nastepujacych rodzajow: Arthrobac-
ter (1 szczep), Agrobacterium (1 szczep), Enterobacter
(1 szczep), Gordonia (1 szczep), Micrococcus (1 szczep),
Mycobacterium (2 szczepy), Nocardia (1 szczep), Kleb-
siela (1 szczep), Pseudomonas (2 szczepy), Rhodococcus
(6 szczepdw), Sphingobacterium (1 szczep), Streptomyces
(2 szczepy). Ponadto wyizolowano szczepy grzybow nalezace
do rodzajow: Trichoderma (1 szczep), Aspergillus (1 szczep),
Penicillium (1 szczep), Fusarium (1 szczep), Cladosporium
(1 szczep) oraz 2 szczepy drozdzy, ktore zaklasyfikowano do
rodzaju Candida (1 szczep) 1 Pichia (1 szczep).

Sposréd wszystkich wyizolowanych mikroorganizmow
zdecydowana wickszos¢ stanowili przedstawiciele rzedu
Acetinomycetales (typ Acetinobacteria), co nie byto wielkim
zaskoczeniem, gdyz sa one czgsto spotykanym reprezen-
tantem mikroorganizmow glebowych i charakteryzujg si¢
zdolnosciami rozktadu weglowodorow ropopochodnych.
Szczegolnie licznie reprezentowany byt rodzaj Rhodococ-
cus. Cechg charakterystyczng wyizolowanych szczepoéw
byta zdolno$¢ wykorzystywania nie tylko weglowodorow

alifatycznych, ale tez aromatycznych, wspdlne szlaki tych
weglowodorow nie sg zjawiskiem powszechnym. W celu
doktadniejszej identyfikacji mikroorganizmoéw wchodzacych
w sktad opracowanych biopreparatow zostata wykonana
reakcja tancuchowej polimerazy PCR i analiza sekwencji
kodujacych genu 16S rRNA u bakterii i 18S rRNA u grzybow.
Otrzymane dane poréwnano z informacjami dostepnymi
w GenBank, przy pomocy programu BLAST. Przeprowa-
dzone badania byly podstawg prawidlowej charakterystyki
gatunkowej mikroorganizméw wyizolowanych z oczyszcza-
nego terenu dotu urobkowego Graby-59.

W Zaktadzie Mikrobiologii INiG — PIB na podstawie
niepatogennych gatunkéw bakterii autochonicznych opra-
cowano biopreparat GR-59-1, ktory nastgpnie wzbogacono
o niepatogenne gatunki grzybow i drozdzy, tworzac GR-59-2.
Sktad sporzadzonych biopreparatéw przedstawiono w tabli-
cy 1. Zostaly one przetestowane w badaniach laboratoryjnych
(analiza procesu inokulacji) na pryzmach gleby i ziemi po
przeprowadzeniu etapu bioremediacji podstawowej.

Inokulacja biopreparatem GR-59-1 realizowana metoda
ex-situ (skala laboratoryjna) w dwoch seriach umozliwita
obnizenie zawarto$ci zanieczyszczen ropopochodnych TPH
727 364 do 2952 mg/kg s.m. W wyniku procesu inokulacji
biopreparatem GR-59-1 biodegradacji najwidoczniej ulegly
weglowodory alifatyczne z zakresu nC,—nC ¢y w granicach:
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Tablica 1. Przynalezno$¢ gatunkowa szczepdw mikroorganizmow wchodzacych w sktad biopreparatow GR-59-1 i GR-59-2

Biopreparat GR-59-1 na bazie bakterii autochtonicznych
GR-59 1 Arthrobacter sp. Arthrobacter methylotrophus 98%/EF204378 1
GR-59 3 Enterobacter sp. Enterobacter aerogenes 99%/EU333873 1
GR-59 4 Gordonia sp. Gordonia lacunae 99%/GU727686 1
GR-59 5 Micrococcus sp. Micrococcus yunnanensis 98%/AJ409096 1
GR-59 6 Mpycobacterium sp. Mpycobacterium fluoranthenivorans 99%/AF544630 1
GR-59 7 Mycobacterium sp. Mycobacterium anthracenicum 98%/Y 15709 1
GR-59 8 Nocardia sp. Rhodococcus corynebacterioides 99%/FJ200395 1
GR-59 9 Rhodococcus sp. Rhodococcus erythropolis 99%/AB546303 1
GR-59 10 Rhodococcus sp Rhodococcus erythropolis 100%/EU070938 1
GR-59 11 Rhodococcus sp. Rhodococcus qingshengii 99%/DQ090961 1
GR-59 12 Rhodococcus sp. Rhodococcus erythropolis 100%/AY 822047 1
GR-59 13 Rhodococcus sp. Rhodococcus erythropolis 100%/EU729738 1
GR-59 17 Pseudomonas sp. Pseudomonas fluorescens 99%/DQ178230 1
GR-59 18 Sphingobacterium sp. Sphingobacterium composti 98%/EF122436 1
GR-59 19 Streptomyces sp. Streptomyces microflavus 98%/FJ486342 1
Biopreparat GR-59-2 (Biopreparat GR-59-1 wzbogacony o niepatogenne gatunki grzybow i drozdzy)
GR-59 21 Trichoderma sp. Trichoderma asperellum 99%/EU077227 1
GR-59 22 Aspergillus sp. Aspergillus visicolor 99%/HM776414 1
GR-59 24 Penicillium sp. Penicillium chrysogenum 100%/GU733711 1
GR-59 25 Cladosporium sp. Cladosporium cladosporiodes 99%/AB456576 1
GR-59 26 Candida sp. Yarrowia lipolytica 99%/GQ376068 1
GR-59 27 Pichia sp. Pichia galeiformis 98%/GQ855207 1

70,6+79,1%. Natomiast weglowodory ci¢zsze nC,,nCs,
rowniez ulegly biodegradacji w zadowalajacym stopniu: od
61,2 do 68,3%.

Kontynuacja inokulacji biopreparatem GR-59-2, wzbogaco-
nym o wytypowane niepatogenne gatunki grzybow i drozdzy,
pozwolita na zwickszenie efektywnosci 1 rozszerzyta spektrum
dziatania biopreparatu poprzez zwigkszenie biodegradacji we-
glowodorow aromatycznych (BTEX) 0 59,9%, WWA 0 37,9%

oraz fenoli 0 74,1% — co $wiadczy o prawidlowo podjetej decy-
zji o wlaczeniu zidentyfikowanych niepatogennych gatunkow
grzybow i drozdzy do konsorcjum bakteryjnego.

Przeprowadzone badania predestynujg opracowane bio-
preparaty do zastosowania w warunkach przemystowych.
Biopreparaty do celow przemystowych byly wytwarzane
w Zaktadzie Mikrobiologii INiG — PIB z wykorzystaniem
fermentora MINIFORMS.

Omowienie wynikow biodegradaciji zanieczyszczen ropopochodnych (metoda in-situ)

Przebieg proceséw bioremediacyjnych w dole urobkowym
Graby-59 opartych na opracowanej etapowej technologii
oczyszczania dotow urobkowych z zanieczyszczen ropopo-
chodnych, realizowanej metodg in-situ, ktdra w zaleznosci od
charakteru skazen oczyszczanego dotu urobkowego podawano
weryfikacji, zobrazowano na rysunkach 2 i 3.

Poszczegolne etapy procesu oczyszczania terenu dolu
urobkowego Graby-59 bytly monitorowane poprzez wyko-
nywanie analiz chromatograficznych zanieczyszczen ropo-
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pochodnych i badan parametrow fizyczno-chemicznych oraz
mikrobiologicznych (catkowita liczba mikroorganizmow,
liczba mikroorganizmow rozktadajgcych weglowodory ropopo-
chodne, liczba grzybéw, identyfikacja rodzajowa i gatunkowa
mikroorganizmow 1 grzybow oraz aktywnos¢ dehydrogena-
zowa 1 celulazowa), co w pelni pozwolito na optymalizacj¢
przebiegu proceséw bioremediacyjnych w odpadzie z terenu
oczyszczanego dotu urobkowych oraz na oceng ich efektyw-
nosci. Wyniki badan monitoringowych zestawiono w tablicy 2.



I rok oczvszczania — 2011 r.

Wstepne osuszenie
terenu dotu
urobkoweao

Remediacja wstepna drenaz melioracyjno-odciekowy

(9 miesiecy)

wiosna

lato

Inokulacja bioprepara-
tem na bazie bakterii
autochtonicznych:
Seria Il (75 dni)

II rok oczvszczania — 2012 r.

Inokulacja biopreparatem
na bazie bakterii
autochtonicznych:
Seria | (70 dni)

Bioremediacja
podstawowa
(45 dni)

lato | - wiosna

kontrola parametrow prowadzenia procesu

Bioremediacja
podstawowa
(45 dni)

Inokulacja biopreparatem na
bazie bakterii, grzybow i drozdzy:
Seria | (70 dni)

III rok oczyszczania — 2013 r.

Inokulacja biopreparatem na bazie
bakterii, grzybow i drozdzy
Seria Il (65 dni)

wiosna

lato

Rys. 2. Schemat przebiegu biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych
w warunkach przemystowych (metoda in-situ) na terenie dotu urobkowego Graby-59

Proces wstepnej remediacji polegajacej na drenazu me-
lioracyjno-odciekowym przeprowadzony w pierwszym roku
oczyszczania terenu dotu urobkowego Graby-59 przynidst
zadowalajace efekty obnizenia zawarto$ci zanieczyszczen
ropopochodnych, zarowno w powierzchniowej, jak i w gleb-
szych warstwach odpadu. Odcieki wraz z substancjami ropopo-
chodnymi zbierano w tapaczkach dwukomorowych, nastepnie
przewozono je do separatoré6w ropy naftowej, a pozostate
odcieki na oczyszczalni¢ Sciekow eksploatacyjnych. Na ob-
szarze A dohu urobkowego Graby-59 uzyskano obnizenie TPH
7 158 588 do 46 806 mg/kg s.m. (70,5% redukcji), zas$ na ob-
szarze B odnotowano spadek TPH z 92 254 do 37 636 mg/kg
s.m. (59,6% redukcji). Pomimo znacznego obnizenia TPH,
na obszarze A nadal stwierdzono wysoki poziom skazenia,
gdyz w warstwie 0,80 m ppt zawieral si¢ on w granicach:
32 487+37 588 mg TPH/kg s.m. Na glebokosci 1,7 m ppt
zawarto$¢ TPH zblizata si¢ do standardow glebowych.

Obnizenie poziomu zanieczyszczen ropopochodnych
byto szczegodlnie widoczne dla weglowodorow nC—nC,,
w zakresie: 68,2+78,9%, nieznacznie nizsze zanotowano
dla nC,5nC,, na poziomie: 45,8+56,7%, natomiast dla
cigzszych weglowodorow nC,,—nC,, ksztaltowato si¢ ono
w zakresie: 8,9+21,6%. Ponadto w wyniku prowadzonego
zabiegu remediacji wst¢pnej na obszarze A dotu urobkowego
Graby-59 uzyskano widoczne obnizenie BTEX z 161,4 do
50,9 mg/kg s.m. oraz WWA z 3,624 do 2,324 mg/kg s.m.,

za$ na obszarze B dolu urobkowego Graby-59 odnotowano
spadek BTEX z 68,6 do 37,8 mg/kg s.m. oraz WWA z 2,802
do 1,199 mg/kg s.m.

W drugim roku oczyszczania dotu urobkowego Graby-59
po zabiegu remediacji wstepnej przeprowadzono modyfikacje
struktury odpadu poprzez zmieszanie go z ,,czystym grun-
tem”, niezawierajgcym zanieczyszczen ropopochodnych,
w proporcjach ustalonych w badaniach laboratoryjnych
(obszar A — 15:1, obszar B — 30:1). Przyczynita si¢ ona do
rozluznienia struktury odpadu i zwigkszenia biodostepnosci
mikroorganizméw i substancji biogennych do weglowodoréw
ropopochodnych.

Proces bioremediacji podstawowej, stymulowanej po-
przez stopniowe dozowanie substancji biogennych (wap-
na nawozowego 1 nawozow mineralnych), aby w swojej
koncowej fazie osiggnac¢ poziom wyznaczony na podsta-
wie badan laboratoryjnych (obszar A — C:N:P = 100:3:1,
obszar B — C:N:P = 100:6:1), spowodowal obnizenie za-
warto$ci substancji ropopochodnych w ciggu 45 dni do po-
ziomu 34 635+28 028 mg/kg s.m., co stanowi 22,2+23,4%
redukcji. Biodegradacja TPH podczas proces bioremediacji
podstawowej przebiegata poczatkowo z wysoka wydajnoscia,
a nastepnie jej dynamika ulegla zmniejszeniu i zawarto$é¢
zanieczyszczen utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie.
W toku prowadzenia procesu bioremediacji podstawowej
odnotowano wzrost liczebno$ci bakterii odpowiedzialnych
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Rys. 3. Ilustracja przebiegu prac bioremediacyjnych na terenie dotu urobkowego Graby-59; A1, A2 — skazenie terenu przed
rozpoczeciem prac rekultywacyjnych, B — remediacja wstgpna, C — bioremediacja podstawowa i inokulacja biopreparatami,
D1, D2, D3, D4 — teren dotu urobkowego Graby-59 po zakonczeniu prac rekultywacyjnych

za biodegradacj¢ zanieczyszczen ropopochodnych z poziomu
2,2x 10°do 5,1 x 10° jtk/g s.m. Ponadto stwierdzono przyrost
ilosci grzybow z 1,3 x 10*do 6,2 x 107 jtk/g s.m.
Najszybciej zachodzita biodegradacja weglowodorow
alifatycznych o dhugos$ci tancucha weglowego nC,—nC,,
(W granicach: 22,4+35,8%), za$ weglowodordéw cigzszych
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z zakresu nC,,—nC;, ksztaltowata si¢ na nizszym poziomie
(5,1+20,8%) — rysunek 4.

W porze letniej przeprowadzono inokulacje realizowang
w dwoch seriach (70 i 75 dni) biopreparatem GR-59-1 spo-
rzadzonym na bazie autochtonicznych niepatogenych bakterii
wyizolowanych z terenu dotu urobkowego Graby-59. Prze-
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Tablica 2. Zestawienie analiz chemicznych i enzymatycznych podczas etapowego procesu oczyszczania gleby i ziemi
z terenu dotu urobkowego Graby-59 (obszar A) z interwatu 0-50 cm ppt (liczba probek ujednoliconych n = 10+15)

Remediacja wstgpna — I rok procesu oczyszczania
| 6,52 | 46 712 £4214 50,9+5,9 1,875+ 0,218 7,45 +0,61 6,9+0,5 45+04
Bioremediacja podstawowa — II rok procesu oczyszczania
10 6,39 42258 £4 012 48,5+5.4 1,832 £0,210 712 £0,52 11,2+0,9 52+0,5
20 7,21 38012 +3685 46,8 £ 5,1 1,789 £ 0,203 6,87 +0,45 17,5+1,5 56+0,6
35 7,42 36 147 £3 458 448+4.8 1,766 + 0,199 6,41 +0,41 19,7+1,6 58+0,6
50 7,92 34625+3210 43,5+£45 1,749 £ 0,189 6,15+0,39 22,3+1,7 6,1+0,7
Inokulacja biopreparatem GR-59-1 (I seria, II rok procesu oczyszczania)
65 7,78 29 147 +£2 987 39,1 +42 1,689+ 0,177 521+0,35 29,1+1,9 7,1+£0,7
85 7,64 24 498 +2 541 36,4+3,9 1,584 £ 0,149 4,840,733 30,4+2,1 7,9+0,9
95 7,61 21014 +£1942 33,0+3,7 1,512 +£0,143 4,51+£0,30 36,1 £2,6 8,1+1,0
120 7,52 19219+1 748 31,2+3,5 1,416 £0,139 4,40+ 0,29 40,1 £2,8 85+1,1
Inokulacja biopreparatem GR-59-1 (II seria, II rok procesu oczyszczania)
135 7,45 16 069 £ 1 587 27,7+3,1 1,301 £0,135 4,12 +0,25 44,8 £3,0 10,5+1,2
150 7,40 13071 +1 259 254+3,0 1,211 +0,129 3,83 +0,21 41,5+3.5 112+1,2
165 7,34 11084 +1 025 23,1+2,8 1,145+ 0,121 3,61 +0,20 46,6 +£3.9 13,4+1,3
185 7,27 10 905 + 998 21,5+25 1,088 £0,119 3,43+0,19 51,8+4)5 14,5+1,4
Bioremediacja podstawowa — III rok procesu oczyszczania
365 7,65 9145 + 881 20,822 1,070 + 0,158 3,28+0,18 534+49 158+1,5
380 7,78 8243 £ 754 20,1 £2,0 1,054 +£ 0,148 2,97+0,16 56,1 £4,8 17,7+1,8
390 7,89 7 145 £ 621 19,5+1,9 1,045 + 0,098 2,78+ 0,15 59,6 +5,1 19,4 +2,1
400 7,81 6571 + 654 19,3+1,9 1,030 + 0,088 2,54 +£0,14 62,0+£5,5 20,7+23
Inokulacja biopreparatem GR-59-2 (I seria, III rok procesu oczyszczania)
425 7,71 5214 +507 16,2+1,5 0,895 £ 0,087 1,68 +£0,12 70,5+6,2 357+3,1
435 7,67 3987 +358 13,5+1,2 0,728 £0,078 1,35+0,11 78,1 £6,3 39,8 +3,8
455 7,61 2 841 +294 10,4+0,9 0,685+ 0,071 1,10 £ 0,09 852+7,9 43,5+£4,0
475 7,55 2318 +228 9,9+0,8 0,665 £ 0,072 1,02 £ 0,08 87,1 +£8,1 452 +4,1
Inokulacja biopreparatem G-59-2 (II seria, III rok procesu oczyszczania)
490 7,45 1998 + 204 8,3+0,7 0,589 + 0,057 0,82 +0,07 95,1+9.2 524+49
505 7,32 1408 + 189 6,9+0,6 0,501 £ 0,048 0,65 +0,05 103,1 £10,9 61,1 £5,2
525 7,24 1071 +101 54+0,5 0,444 £ 0,039 0,52 + 0,04 109,2 £ 11,0 69,8 £6,8
540 7,19 1015+91 4,8+0,5 0,379 £ 0,035 0,45+0,03 116,5+11,6 71,2 +7,1

prowadzony zabieg bioaugmentacji biopreparatem GR-59-1
pozwolit na znaczne obnizenie zanieczyszczen ropopochod-
nych, do poziomu: 28 028+10 850 mg/kg s.m. Najszybciej
biodegradacji ulegly, przy rownoczesnym zastosowaniu
powierzchniowego zraszania i iniekcji wgltgbnej bioprepa-
ratem GR-59-1, zanieczyszczenia ropopochodne w postaci
weglowodorow alifatycznych o dlugosci tancucha nC,;—nC,,
w zakresie: 49,7+78,6%. Natomiast dla weglowodorow cigz-

szych z przedziatu nC,,—nC, stopien obnizenia zawierat si¢
w granicach: 30,8-59,7% (rysunek 4).

O zadowalajagcym stopniu biodegradacji zanieczyszczen
ropopochodnych $wiadczy obnizenie na obszarze A dotu urob-
kowego Graby-59 zawartosci BTEX z 50,9 do 21,5 mg/kg s.m.
i WWA z 1,875 do 1,088 mg/kg s.m. oraz wskazniki oceny
stopnia biodegradacji alkandw, ktore ulegly zmniejszeniu:
n-C,,/Prz 13,261 do 1,824 i n-C,/F z 6,663 do 1,083.
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Odnotowane obnizenie zawarto$ci weglowodorow aro-
matycznych (BTEX, WWA) dowodzi, ze w sktad bioprepa-
ratu inokulacyjnego wchodzg bakterie posiadajace rowniez
zdolno$ci biodegradacyjne weglowodordw aromatycznych,
co potwierdzajg przeprowadzone badania laboratoryjne. Do
bakterii wchodzacych w sktad biopreparatu GR-59-1, ktore
cechuja si¢ zdolnoéciami biodegradacyjnymi weglowodorow
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B Prébka GR-59 po remediacji wstepnej w latach 2011-2012

O Prdbka GR-59 po bioremediacji podstawowej w 2012 r.

[ Prébka GR-59 po inokulacji biopreparatem GR-59-1 (seria I) w 2012 r.
@ Prébka GR-59 po inokulacji biopreparatem GR-59-1 (seria Il) w 2012 r.

Rys. 4. Porownanie zawartosci zidentyfikowanych n-alkanow w probkach
ujednoliconych z obszaru A dotu urobkowego Graby-59 po kolejnych etapach
oczyszczania w warunkach przemystowych metoda in-situ (drugi rok prowadzenia
procesu oczyszczania) — liczba powtorzen n = 9+10, p < 0,05

aromatycznych, naleza: Gordo-

nia lacunae, Rhodococcus, My-

cobacterium fluoranthenivorans,

Pseudomonas fluorescens.

Pomimo wysokiej efektyw-
nosci i szerokiego spektrum
dziatania biopreparatu, zgod-
nie z przyjetymi wezesniej za-
tozeniami, proces oczyszczania
kontynuowano w trzecim roku
w celu osiaggniecia poziomu
skazenia nieprzekraczajacego

Zawarto$¢ n-alkanow [mg/kg s.m.]

obowigzujacych standardow
glebowych. Realizacj¢ pro-

cesu o

czyszczania w trzecim

roku rozpocze¢to od bioreme-

diacji podstawowej, stymulo-

wanej

zowanie substancji biogennych
w proporcjach wyznaczonych

poprzez stopniowe do-

na podstawie badan laborato-

360

Nafta-Gaz, nr 6/2014

450

400

350

300

250

200

150

100

50

ryjnych. Proces bioremediacji
podstawowej przyczynit si¢ do
obnizenia zawartosci zanieczysz-
czen ropopochodnych do pozio-
mu 6514+5117 mg TPH/kg s.m.,
co stanowi 37,9+33,4% redukcji.
Przeprowadzenie w porze letniej
dwéch serii (70 1 65 dni) zabiegu
inokulacji biopreparatem GR-59-2
— sporzadzonym na bazie bakterii
autochtonicznych, wzbogaconym
o wyizolowane gatunki grzybow
i drozdzy — umozliwito obnizenie
zawarto$ci TPH na obszarze dotu
urobkowego Graby-59 do poziomu
10151001 mg TPH/kg s.m.
Najszybciej zachodzita biode-
gradacja weglowodorow o dlugosci
fancucha n-C4—n-C,, (w zakresie:
62,7+86,7%), rowniez alkany
o dtugosci tancucha n-C,s—n-C;
ulegly biodegradacji na wysokim

poziomie (w granicach 30,8+65,7%) — rysunek 5. Wskazniki
stopnia biodegradacji weglowodorow alifatycznych ulegly
znacznemu obnizeniu: n-C,,/Pr z 1,743 do 0,043 i n-C,/F
z 1,404 do 0,039.

W wyniku inokulacji biopreparatem GR-59-2 na obsza-
rze A dotu urobkowego Graby-59 zawartos¢ BTEX ulegta
obnizeniu do 4,8 mg/kg s.m. (redukcja o 65,7%), natomiast

@ Prébka GR-59 po procesach oczyszczania w latach 2011-2012

O Prébka GR-59 po bioremediacji podstawowej w 2013 r.

W Prébka GR-59 po inokulacji biopreparatem GR-59-2 (seria |) w 2013 r.
O Prébka GR-59 po inokulacji biopreparatem GR-59-2 (seria Il) w 2013 r.
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Rys. 5. Porownanie zawartosci zidentyfikowanych n-alkanow w probkach ujednoliconych
z obszaru A dotu urobkowego Graby-59 po kolejnych etapach oczyszczania w warunkach
przemystowych metoda in-situ (trzeci rok prowadzenia procesu oczyszczania) — liczba

powtorzen n = 9+10, p < 0,05



zawarto§¢ WWA zmniejszyla si¢ do niskiego putapu wynosza-
cego 0,349 mg/kg s.m. (tablica 2). Potwierdza to wcze$niejsza
koncepcje, ze biopreparat GR-59-1 nalezato uzupetnic o wy-
izolowane z terenu dotu Graby-59 wytypowane niepatogenne
gatunki grzybow (Trichoderma asperellum, Penicillium
chrysogenum) i drozdzy (Yarrowia lipolytica, Pichia ga-
leiformis) zdolne do biodegradacji n-alkanéw o dhuzszych
tancuchach 1 weglowodorow niezidentyfikowanych oraz
fenoli, BTEX 1 WWA.

W celu zobrazowania przebiegu procesu oczyszczania
odpadu z dotu urobkowego Graby-59 dokonano poréwnania
zawarto$ci zanieczyszczen ropopochodnych TPH w ujedno-
liconych probkach gleby, pobranych w trakcie prowadzenia
prac bioremediacyjnych na r6znych glebokosciach. Wyniki
analiz chromatograficznych zilustrowano na rysunku 6.

Najefektywniej zachodza procesy bioremediacyjne
w warstwie powierzchniowej 080 cm ppt. Na gitebokosci
ponizej 80 cm ppt skuteczno$¢ oczyszczania jest znacznie
nizsza, a relatywnie niska zawartos¢ TPH na glebokosci
140+170 cm ppt jest trudna do dalszego obnizenia w wy-
niku prowadzonych zabiegdéw. Jednak mimo trudnosci, po
3 latach prowadzenia etapowego procesu oczyszczania gleby
1 ziemi z dotu urobkowego Graby-59, uzyskano obnizenie
zawartosci TPH w catej objetosci dotu urobkowego do
poziomu nieprzekraczajacego dopuszczalnych warto$ci
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Rys. 6. Porownanie zawarto$ci TPH w probkach gleby
1 ziemi pobranych z réznych gl¢bokosci dotu urobkowego
Graby-59 po kolejnych etapach oczyszczania; PS — probka
surowa, P-1 — probka po procesie remediacji wstepnej,
P-2 — probka po inokulacji biopreparatem GR-59-1 w drugim
roku oczyszczania, P-3 — probka po inokulacji biopreparatem
GR-59-2 w trzecim roku oczyszczania

okreslonych przez standardy jakosci gleby i ziemi dla gru-
py B (zgodnie z wytycznymi projektu rekultywacyjnego
dla dotu urobkowego Graby-59).

Ocena toksykologiczna gleby z dotu urobkowego Graby-59 po kolejnych etapach oczyszczania

Do badan toksycznosci gleby/odpadu podczas proceséw
biodegradacyjnych zanieczyszczen ropopochodnych na tere-
nie dotu urobkowego Graby-59 zastosowano

obszaru A, charakteryzujacego si¢ najwyzszym poziomem
zanieczyszczenia substancjami ropopochodnymi (rysunek 7).

test fazy stalej Microtox® SPT, w ktorym wy- w 50000

korzystuje si¢ bakterie luminescencyjne Vibrio i 7:% Il rok bioremediacji 11l rok bioremediacji 45000

fischeri, posiadajace bezposredni kontakt z ba- P2 P-3

dang gleba. Test wykonywano wedlug stan- ° 1 e

dardowej procedury producenta (SDI) z uzy- § » 1%

ciem analizatora DeltaTox. Wyniki uzyskano g 30 { 3000 &

przy pomocy programu producenta, podajac 2 25000 %,;

warto$¢ ECs,, czyli stezenie badanej probki, E,’_ 20 | 20000 §

ktore powoduje powstanie 50-procentowej & || oo T

reakcji testowej — przezyciowej (E). Warto$§¢ =

toksycznosci wyrazono w stopniach toksycz- ? [ ™

nosci (TU). Stopien toksycznosci probek gleby ° g| °0°

surowej z wyodrebnionych obszaréw dotu e greEgRe RS R @88883&&‘8; 0

urobkowego Graby-59 zawierat si¢ w zakre- * oo % H nomEEEEEEEaee

sie: 61,4+79,5 — co wskazuje na wlasnosci ETU ==TPH £ £ Czas [dnil

toksyczne badanych probek gleby surowe. Rys. 7. Wplyw zanieczyszczen ropopochodnych na stopien

Zmiany toksycznosci gleby z terenu dotu toksycznoéci (TU) gleby podczas bioremediacji w warunkach

urobkowego Graby-59 podczas procesu biore- przemystowych metoda in-situ terenu dotu urobkowego Graby-59

mediacyjnego przyktadowo zilustrowano dla (obszar A) — test Microtox®™ SPT, liczba powtérzen n =6
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Obnizenie zawarto$ci zanieczyszczen ropopochod-
nych (TPH) w wyniku przeprowadzonej remediacji wstepnej
umozliwito zmniejszenie toksycznosci do poziomu TU =42.7.

W drugim roku oczyszczania, po przeprowadzeniu za-
biegu bioremediacji podstawowej, stopien toksycznos$ci
ulegt obnizeniu do poziomu TU = 24,8. W poczatkowe;j
fazie inokulacji biopreparatem GR-59-1, pomimo znacz-
nego obnizenia zawartosci zanieczyszczen ropopochod-
nych (TPH =29 147 mg/kg s.m.), odnotowano wzrost tok-
syczno$ci do poziomu TU = 29,1. Stwierdzona toksycznos¢
pochodzi od posrednich metabolitow powstatych w trakcie
prowadzonego procesu biodegradacji zanieczyszczen ro-
popochodnych. W koncowym okresie zabiegu inokula-
cji biopreparatem GR-59-1 osiagni¢to znaczne obniZenie
stopnia toksycznosci, gdyz ksztattowat si¢ on na poziomie
TU=10,1.

W trzecim roku oczyszczania proces bioremediacji podsta-
wowej przyczynit si¢ do obnizenia stopnia toksycznosci (TU)
do poziomu 8,5 przy TPH = 6571 mg/kg s.m.

Wprowadzenie inokulacji biopreparatem GR-59-2 w po-
czatkowej fazie przyczynito si¢ do nieznacznego wzrostu
toksycznosci, nastgpnie stwierdzono obnizenie jej poziomu
do TU =5,8. Natomiast po zakonczeniu procesu oczyszczania
gleby i ziemi na terenie dotu urobkowego Graby-59 w ba-
danych prébkach nie zaobserwowano obecnos$ci zwiazkow
toksycznych, ktore wptywalyby negatywnie na bakterie
testowe — brak wigc mozliwo$ci wyznaczenia EC,,. Wpro-
wadzone do sktadu biopreparatu GR-59-2 grzyby strzgpkowe
oraz drozdze odegraty znaczacg rolg w usuwaniu weglowo-
doréw poprzez wytwarzanie produktow posrednich, czgsto
o zmniejszonej toksycznos$ci 1 zwigkszonej podatnosci na
rozktad z udziatem bakterii.

Podsumowanie

W artykule przedstawiono etapowe oczyszczanie odpadu
wiertniczego zanieczyszczonego substancjami ropopochod-
nymi, zdeponowanego w starym dole urobkowym Graby-59.
Odpad wiertniczy na podstawie badan fizykochemicznych,
analiz chromatograficznych zanieczyszczen ropopochodnych
1 analiz mineralogicznych oraz przegladu archiwalnych da-
nych z wiercen zostal zakwalifikowany do grupy odpadow
o kodzie ex 17 05 03* ,,gleba i ziemia zanieczyszczona sub-
stancjami ropopochodnymi”. Umozliwito to uzyskanie decyzji
zezwalajacej na odzysk i unieszkodliwianie zanieczyszczen
ropopochodnych metodg in-situ na danym dole urobkowym.

Wykonane analizy chromatograficzne zanieczyszczen
ropopochodnych w probkach gleby pobranych z poszczegdl-
nych obszarow z r6znych gtebokosci po zakonczeniu rekul-
tywacji wykazaty, ze podczas procesu oczyszczania terenu
dotu urobkowego Graby-59 uzyskano obnizenie zawarto$ci
zanieczyszczen weglowodorowych do poziomu okreslonego
obowigzujacymi standardami glebowymi (Rozporzgdzenie
Ministra Srodowiska z dnia 9 wrzesnia 2002 r. w sprawie
standardow jakosci ziemi, Dz.U. z 2002 r. nr 165, poz. 1359).

Po przedstawieniu wymaganych dokumentéw do Staro-
stwa Brzozowskiego i1 odbiorze komisyjnym prac rekultywa-
cyjnych uzyskano decyzje (Znak GNN.6122.26.2013 z dnia
19.11.2013 r.) o zakonczeniu rekultywacji terenu dotu urob-

Prosimy cytowac jako: Nafta-Gaz 2014, nr 6, s. 351-364
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ZAKEAD TECHNOLOGII EKSPLOATAC|I PLYNOW ZtOZOWYCH

Zakres dziatania:

e optymalizacja proceséw wydobycia i przygotowania do transportu ropy i gazu;
* bioremediacja gruntéw, odpadow wiertniczych i eksploatacyjnych zanieczysz-

czonych substancjami ropopochodnymi;

e rekultywacja terenéw skazonych substancjami ropopochodnymi;
e opracowanie technologii oczyszczania sciekdw eksploatacyjnych i wéd ztozowych

z zanieczyszczen ropopochodnych;

* badania i dobér inhibitoréw parafinowo-hydratowych oraz deemulgatoréw sto-
sowanych w procesach eksploatacji zt6z weglowodoréw;

* monitorowanie zmian zawartosci zwiazkéw siarki w podziemnych magazynach
gazu i opracowanie koncepcji dziatan zapobiegajacych powstawaniu siarkowo-

doru w ztozu;
*  monitorowanie jakosci gazu w sieciach przesytowych;

* wykonywanie kart katalogowych oraz opracowanie opinii bezpieczenstwa uzytkowania srodkéw chemicznych sto-
sowanych podczas zabiegdw intensyfikacyjnych i eksploatacyjnych w warunkach otworowych;

e analizy ptynéw zfozowych, zanieczyszczen gleby i Sciekow, odpadow wiertniczych i eksploatacyjnych.

Kierownik: prof. dr hab. inz. Teresa Steliga
Adres: ul. Armii Krajowej 3, 38-400 Krosno
Telefon: 13 436 60 29, 13 436-89-41 w. 5227
Faks: 13 436-79-71
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