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Mikrobialna degradacia ropnych uhlovodikov v péde

Daniel Kupka'

Microbial degradation of petroleum hydrocarbons in soil
The abilities of microorganisms to mineralize a wide range of pollutants are well known.
Biological processes for the removal of crude oil hydrocarbons from environment are attractive
because they consume less energy than conventional physico-chemical processes and offer
possibilities for recycling chemicals in the framework of integrated system.

Key words: petroleum hydrocarbons biodegradation, soil bioremediation.

Uvod

Eliminacia ropnych latok zo zivotného prostredia pomocou mikroorganizmov je realizovana
vdaka tomu, Ze ropné uhlovodiky, podobne ako mnoho dalSich organickych a anorganickych,
prirodnych, alebo syntetickych zli¢enin dokazu mikroorganizmy vyuzivat pre svoj metabolizmus.
Vacsinou su to baktérie, avsak aj vlaknité huby a kvasinky su schopné Stiepit uzSie, alebo SirSie
spektrum uhlovodikov a vyuzivat ich ako zdroj uhlika, alebo energie. V podstate dnes nie je znamy
mikrobialny kmeni, ktory by bol schopny odburat celt Skalu uhlovodikov, pritomnych napr. v surovej
rope. Preto sa na ich degradacii podobne ako na kolobehu latok v prirode, podiela skér mikrobialne
spologenstvo, nez jediny druh mikrébov. Casto produkt rozkladu jedného mikroorganizmu je
substratom pre dal$i druh, takze kompletna biochemicka draha degradacie je zabezpecena
kombinovanym uc€inkom rozli¢énych typov organizmov celej komunity.

Pretoze zivot baktérii je striktne viazany na vodné prostredie, vSetky reakcie, na ktorych sa
mikroorganizmy zucéastriuju prebiehaju vo vodnych roztokoch a na rozhraniach (voda - plyn, voda -
olej, voda - tuha faza, napr. povrch a poéry pddnych cCastic). Vzhladom na hydrofébnost a nizku
rozpustnost prevaznej vacsiny ropnych produktov, vyznamnu uUlohu zohrava povrchovy naboj a
hydrofébnost bunecnej steny baktérii, ako aj pritomnost surfaktantov. Prisun zivin je limitovany
rychlostou ich difuzie v kvapalnej faze. Pomala difuzia v pdde zapriCifiuje zjavny linearny rast baktérii.
Pb&dne baktérie su adaptované na nizke koncentracie zivin. Pri zvySenom prisune uhlikatych zlG¢enin,
(akcidentalny vylev ropnych latok) sa ostatné ziviny, hlavne zdroje kyslika, dusika, fosforu a draslika
stavaju v doésledku poruSenia rovnovahy limitujucimi. To méze spdsobit znizenie vykonnosti
degradacie uhlikatého substratu. Analyzou prvkového zlozenia bakterialnej biomasy (bune¢nej hmoty)
bolo zistené pomerné zastupenie (Schonbdrn, 1986)

C:N:P:K=50:10:4:1.

Pri aerébnom odburavani uhlikatého substratu sa 50 % uhlika spotrebuje na tvorbu nove;j
bakterialnej masy a 50 % sa oxiduje na CO,. Idedlny pomer zivin pri aerobnom spracovani bude teda:

C:N:P:K=100:10:4:1.

V anaerdbnych podmienkach sa 90 % degradovatefného uhlika skonzumuje v energetickom
metabolizme. Optimalny pomer zivin bude v tomto pripade

C:N:P:K=500:10:4:1.
Degradacna aktivita mikroorganizmov by teda mala byt podporena optimalnym zlozenim zivin

a ich rovnomernym rozmiestnenim v celom objeme zeminy, &i vody, ¢im sa .zabezpe&i homogenita
prostredia a rovnomerny priebeh procesu degradacie. Mikrobialne odburavanie uhlovodikov médze
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prebiehat za aerdbnych aj anaerébnych podmienok. V prirode silne prevazuju aerébne oxidacné
procesy. Su rychlejSie a u€innejSie a vyuzivaju sa pri cielenej biodegradacii ropnych latok.

Izolacia mikroorganizmov s degradaénymi schopnost’ami

Prvym krokom biodegradacnych projektov je ziskanie ,obohatenej* (enrichment) kultary
a naslednd izolacia Cistych kmerov s biodegradaénou schopnostou. Ziskanie ,obohatenej“ kultary
(zmesna kultura s prevaznym zastupenim daného kmena) je zalozené na jednoduchej stratégii,
pouziti selektivneho média, ktoré obsahuje prislusnu ropnu latku ako jediny zdroj uhlika a energie.
Médium uprednostriiuje rast tych druhov mikroorganizmov, ktoré dokazu dany substrat vyuZivat, t. j.
rozkladat, odburavat. Pre naslednu izolaciu Cistej kultiry navrhli Cook a spol. (Cook et al., 1983)
nasledovny postup: Obohatena kultdra sa po prislusnom zriedeni rozotrie po povrchu neselektivne;j
pevnej Zivnej pddy, napr. na Zivny agar ¢. 1 (Imuna, Sari§ské Michalany, méasopepténovy agar MPA).
Vzorka kazdého jednotlivého typu z vyrastenych kolonii sa prenesie do steriiného selektivheho
tekutého média. Vzorky, u ktorych bol pozorovany rast, sa opat preockuju na neselektivne platne. Ak
si
po trojnasobnej procedure v kazdom pripade koldnie zachovaju identicki homogénnu morfoldgiu, kul-
tura sa povaZuje za Cistu. PouZitie neselektivneho média v tomto postupe dovoluje detekciu kontami-
nantov, ktoré su ¢asto prenesené spolu s predominantnym kmeriom pri pouZiti selektivnych platni.

ZloZenie média mbéze vyznamne ovplyvnit vysledok procedury obohacovania kultury.
Vo vacsine pripadov sa pouzivaju také média a také podmienky inkubécie, pri ktorych sa selektuju
aerdbne, heterotréfne, mezofilné mikroorganizmy s nizkymi poziadavkami na ziviny. Za takychto
podmienok su beZne izolované baktérie, patriace do rodov Pseudomonas, Acinetobacter,
Arthrobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus. Inokulum sa
najCastejSie berie z materidlu, ktory bol dIh8iu dobu nepretrZite exponovany v prostredi, kde je
pritomny skimany polutant vo vysSich koncentraciach (znecistené pddy alebo voda, haldy,
priemyselné odpady, atd.).
Vo vacSine pripadov sa izolacia Ziadaného kmena z takéhoto prostredia ukazala ako uUspes$na.
Prevazna c¢ast sanalnych postupov je zaloZzena na aerdbnych oxidativnych procesoch, pri
mezofilnych teplotnych podmienkach. Aerébna kultivacia mikrébov je taktiez relativne jednoduchSia
v porovnani s anaerébnymi kultivatnymi technikami. To je jednou z pricin, pre€o vysledkom selekcie
su vacésinou aerébne baktérie, len zriedka ostatné organizmy, ako anaerdbne baktérie, kvasinky a
huby, ktoré su zndme pomalSim rastom. Prave tieto organizmy sa moézu vyznaCovat novymi
degradaénymi schopnostami a v sucasnosti su predmetom vedeckého badania na celom svete.
Adekvatnymi kultivaénymi zmenami pri obohacovani kultury je mozné tieto mikroorganizmy izolovat.
Citlivejsi selektivny tlak, ktory je potrebny pre ich selekciu, sa da vytvorit napriklad v podmienkach
kontinualnej kultivacie (Leisinger et al., 1986).

Biodegradacia ropnych latok vo vzorke pody s realnym ropnym znecistenim

Predmetom vyskumu bolo overenie degradacnych schopnosti vybranych bakterialnych
kmeriov na vzorke zeminy s realnym znecistenim. Mikroorganizmy boli izolované za ucelom ich
potencidlneho vyuZitia pri sanacii zemin, znecistenych ropnymi latkami. Je vSeobecne zname, Ze
biodegradacia ropnych uhlovodikov prebieha v prirode aj bez umelych rekultivaénych zasahov, vdaka
aktivite vSadepritomnych mikrobov. S ciefom intenzifikacie tohoto procesu sme testovali efekt
pridavku bakterialnych kmeriov s overenymi degradacnymi schopnostami k pdvodnej autochténne;j
mikroflére.

Vzorka zne istenej zeminy bola homogenizovana a rozdelena do 6smich samostatnych sklenenych
nadob (akvarii), s oznaenim V1 - V7 a K. Mikrobiologicky rozbor ukazal koncentraciu buniek

0,7 - 2.10° na gram pddy. Pri 30 % vihkosti to zodpoveda koncentracii radovo 2 - 6.10°.mL™" vody

v pbde. Izolované boli baktérie, patriace do rodov Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter,
Flavobacterium, Alcaligenes, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, dalej plesne a kvasinky.
Chemicky rozbor na pritomnost ropnych uhfovodikov je uvedeny v tabufke 1.

Tab.1. Chemicky rozbor zeminy na vstupe (EKOLAB, Werferova 1, Kosice).

Nepolarne extrahovatelné ropné latky NEL - UV mg.kg” 55 099
Nepolarne extrahovatelné ropné latky NEL - IC mg.kg'' 16 562
Polyaromatické uhlovodiky PAU mg.kg”’ 3,783
Phenantren mg.kg"’ 0,211
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Antracen mg.kg”’ < 0,010
Chrysen mg.kg’ 0,003
Benzo[b] fluor ppm 0,001
Benzolk] fluor ppm 2,954
Pokracovanie tab.1.
Dibenzoantracen ppm 0,007
Benzopyrelen ppm 0,087
Indenopyren mg.kg" 0,001

Pbéda bola po€as sanéacie pravidelne zvlhéovand a premieSavana. Vzorky zeminy neboli
sterilizované. Vo v3etkych vzorkach bola teda zachovana pévodna autochtéonna mikrofléra. Vihkost
pbddy bola udrziavana na hodnote 30 %. Pdda nebola sterilizovana. Vo vSetkych vzorkach bola teda
zachovana pdévodna autochténna mikrofléra. Na vzorky s oznaenim V1 -V7 boli aplikované
preparaty bakterialnych kmeniov, ktoré su uvedené v tabulke 2.

Tab.2. Zoznam bakterialnych kmeriov, aplikovanych na prislusné vzorky p6dy.

Oznacenie vzorky aplikovany mikroorganizmus
VA1

V2

V3

V4

V5

V6

V7

K -

Pred aplikaciou na podu boli Cisté kultury mikroorganizmov namnozené v minerdlnom médiu
s glukézou v bankach s intenzivnym prevzduSfovanim. ZloZenie média bolo nasledovné: K,HPOy,:
0,569, NaH,PQO,: 0,27g, MgSO,: 7 H,0: 0,10g, NH,CI: 2,09, glukéza: 5,0g, destilovana voda: 1000 ml.
Vyrastené bakterialne kultury boli aplikované na prislusné vzorky v mnozstve 50 ml na 1 kg zeminy,
¢o zodpoveda priblizne 5 % vlhkosti péddy. Vzorka s oznaCenim K sluZila ako kontrola bez pridavku
bakterialneho preparatu. Po aplikacii preparatu bol robeny mikrobiologicky a chemicky rozbor pod.
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Obr.1. Priebeh dekontaminécie ropnych latok vo vzorkéch pédy (NEL metéda IC-spektroskopie).

Pogas desiatich az Strnastich dni po aplikacii bola zaznamenana prevaha pomerného
zastipenia aplikovanych bakterialnych kmenhov oproti zastupcom autochténnej mikrofléry z kontrolnej
vzorky. Priebeh dekontaminacie bol monitorovany osem mesiacov (februar - oktéber). Ubytok ropnych
latok analyzou nepolarnych extrahovatelnych latok NEL metédou infradervenej IC a ultrafialovej UV
spektroskopie podla CSN 75 7952, vo vzorkach zeminy je znazorneny na obr. 1 a 2.
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Obr.2. Priebeh dekontaminacie ropnych latok vo vzorkach pédy (NEL metéda UV-spektroskopie).

282



Acta Montanistica Slovaca Roc¢nik 2 (1997), 3, 279-283

Diskusia

NajvyraznejSie rozdiely v priebehu degradacie ropnych latok medzi kontrolnou vzorkou

a vzorkami zeminy, na ktoré boli aplikované preparaty vybranych kmenov, mdzeme pozorovat
v prvych Styroch mesiacoch. V tomto ¢asovom useku bola rychlost odburavania ropnych latok
najvyssia. Vo vzorke s oznacenim V2 doSlo po Styroch mesiacoch k znizeniu pévodnej koncentracie
ropnych latok priblizne o 75% pri stanoveni nepolarnych extrahovatelnych latok - NEL pomocou IC aj
UV spektroskopie. Priblizne po dvoch mesiacoch degradacie je zaujimavy pokles ropnych latok NEL
stanovenych UV metédou a suéasny prudky narast hodnét NEL z IC analyz. S postupujucim
priebehom dekontaminacie dochadza k znizeniu rozptylu hodnét stanovenych ropnych latok medzi
jednotlivymi vzorkami V1-V7, a k znizeniu rozdielov medzi kontrolnou vzorkou a vzorkami
s aplikaciou preparatov. Pretoze kompletna biologicka degradacia ropnych uhlovodikov je
realizovatelna skoér zmieSanou populaciou mikroorganizmov, nez c¢&innostou jedného druhu
mikroorganizmu, je potrebné v dalSom priebehu proces intenzifikovat danym smerom.

Zaver

Vysledky laboratornych vyskumov a praktickych skusenosti, publikované v odbornej literature
dokazuju, Ze biologicky spdsob dekontaminacie ropného znedistenia je uinnou a ekonomicky
vyhodnou metddou, ktord nema nepriaznivy vplyv na Zivotné prostredie. Okrem chemického ddkazu
odstranenia ropnych latok z prostredia, viaceré vyskumné prace boli zamerané aj na posudenie
pripadného nepriaznivého vplyvu chemicky nedetekovatefnych Skodlivin na Zivé organizmy
v kontaminovanych vzorkach zeminy a vdd v priebehu ich biologickej sanacie. Wang et al. (1990)
stanovovali akutnu toxicitu a mutagenitu pédy, znecistenej polyaromatickymi uhlfovodikmi pomocou
MIKROTOX - testu (King 1984) a AMES-ovho testu (Marcon et al., 1983). Po znaé&nej pociato€nej
mutagenite a toxicite sa znecistena pbda priblizila hodnotam pozadia (nekontaminovanej péde) po 12
tyZzdfioch biologickej sanacie.
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