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Streszczenie

Zbadano gleby zanieczyszczone przez przemyst naftowy po-
chodzqce z pola naftowego Santander w Kolumbii. Gleby
charakteryzowaty sie trzema réznymi okresami trwania
zanieczyszczenia zwigzkami ropopochodnymi. Wszystkie ba-
dane gleby wykazywaly szybkg infiltracje i wysokq prze-
puszczalnosé, co jest charakterystyczne dla gleb piaszczystych.
Pomimo to, hydrofobowy charakter weglowodordw miat wpkyw
na ich zdolnos¢ retencji wody i porowatosé. Stosunek
pierwiastkow wegiel: azot, fosfor, temperatura i pH ocenione
dla badanych gleb wykazywaly optymalne wartosci — odpo-
wiednie dla procesu bioremediacji [bioregeneracji]. Najlepsze
wyniki pod wzgledem usuwania weglowodoréw (42,6%) uzys-
kano wowczas, gdy probki gleby oczyszczano oddzielnie, mie-
szajqc je z czystq, pozbawiong nie tylko dodatku wybranej
i rozwinietej mieszaniny drobnoustrojow, lecz rowniez pozba-
wionej wstepnego dziatania bio-surfaktantw, (Serratia) gleby.
Mieszanina gleb sktadajqca sie w 50% z gleby o najdiuzszym
okresie zanieczyszczenia oraz po 25% gleb o srednim i krotkim
okresie zanieczyszczenia wykazata sredni stopier usuniecia
sumy weglowodoréw ropopochodnych (TPH — total petroleum
hydrocarbons) wynoszgcy 28,6%). Gleba ta zostata poddana
wstepnemu dziataniu biosulfactantu przez okres tygodnia oraz
dodano do niej mieszanki drobnoustrojéw na poczqtku i w po-
fowie trzytygodniowego okresu biodegradacji. Biorgc pod
uwage, ze prowadzqc biodegradacje gleby uzywajqc wykqcznie
mieszaniny zanieczyszczonych gleb do tego celu pozwala si¢
unikng¢ przenoszenia zanieczyszczenia do czystej gleby, i oczy-
szczanie za pomocq tej techniki pozwolito osiggngé¢ 3,0%
zawartosci koricowej TPH (wartos¢ zalecana przez Zarzgdzenie
29B Stanu Louisiana, stosowane w Kolumbii), takie oczyszcza-
nie bytoby zalecane w potgczeniu z optymalnymi stwierdzonymi
warunkami oczyszczania.

Summary

Three sources of soil with different petroleum contami-
nation ages were studied in an oil field in the province of
Santander, Colombia. All the studied soils showed rapid
infiltration and high permeability, characteristics of sandy
soils. Nonetheless, water retention capacity and porosity
were affected by the hydrophobic character of the hydro-
carbons. The carbon-nitrogen-phosphorus ratio, tempera-
ture and pH evaluated in the contaminated soils, showed
optimum values, adequate for bioremediation processes.
The best results, in terms of hydrocarbon elimination
(42.6%), were obtained when the soils were treated
separately, mixed with clean soil, lacking not only the
addition of the selected and enlarged mixed microbial pool,
but also the pre-treatment with the bio-surfactant, which
was composed by bacteria of the genus Serratia. The soil
mixture composed of 50% of the soil with the oldest
contamination, and an equal 25% proportion of both the
medium and shortest contamination age soils, showed
atotal petroleum hydrocarbon (TPH) elimination percen-
tage of 28,6%. This soil underwent one week of pre-
treatment process, and a mixed microbial pool addition at
the beginning and half way through a three-week bio-
degradation treatment period. An independent remediation
treatment, without addition of both pre-treatment and
microbial pool was conceived for the initial treatment
design. However, considering that biodegrading soil solely
as a mixture of contaminated soils avoids the transfer of
contaminants to the clean soil, and that the best treatment
using this technique reached a 3,0% content of total
hydrocarbons (value recommended by the Louisiana 29B
regulation), this treatment was recommended combined
with the optimum treatment conditions obtained.

Stowa kluczowe: bioremediacja (bioregeneracja), gleby,
catkowita zawartos¢ weglowodoréw (TPH).

Wstep

Woczesniejsze badania przeprowadzone przez Ame-
rykanski Instytut Ropy Naftowej wykazaty, ze gtéw-
nymi zrodkami zanieczyszczen na polach naftowych sa
ropopochodne szlamy, zanieczyszczone ropa zwierci-
ny, skorodowane rury, wycieki i miejsca zrzutu ropo-
pochodnych odpadéw o konsystencji pot-statej [1].

Keywords: Biorremediation, soils, total petroleum
hydrocarbons (TPH).

Introduction

Previous research performed by the American
Petroleum Institute showed that the main sources of
contamination in oil fields are the inverse type pe-
troleum mud, cuts, corroded pipes spills, and semi-
solid oil waste dumps [1].

Inzynieria Mineralna — LIPIEC — GRUDZIEN < 2009 > JULY — DECEMBER— Journal of the Polish Mineral Engineering Society 31



Niektdre fizyczne i chemiczne metody oczyszczania
majace prowadzi¢ do rekultywacji skazonych gruntow
polegaja na ekstrakcji z para wodna, obmywaniu gleby,
przeprowadzaniu odpaddw w stan staty i ich stabilizacji,
termicznej desorpcji, rozdzielaniu technikami elektroki-
netycznymi, spalaniu, ekstrakcji za pomoca rozpusz-
czalnikow, procesach utleniania i redukcji i usuwania
zwiazkéw chlorowcowych droga chemiczna. Chociaz
metody te sa skuteczne w przypadku usuwania zanie-
czyszczen, Sa one na ogot pomyslane jako rozwiazania
dorazne i czesto zanieczyszczenia te Sa przenoszone do
innego osrodka. W chwili obecnej bioremediacja sta-
nowi jedyna metode rekultywacji gleby, ktéra oznacza
skuteczne przeksztatcenie zanieczyszczen w nieszkodli-
we substancje; ponadto jest to metoda bardzo efektywna
i ekonomiczna [2].

W zwyklym procesie degradacji za pomoca drob-
noustrojow wykorzystuje sie aktywnos¢ metaboliczna
albo do usuniecia pewnych substancji zanieczyszczaja-
cych, albo do przeksztatcenia ich w inne, mniej agre-
sywne substancje, zmniejszajac przez to zagrozenie dla
srodowiska i dajac priorytet normalnym enzymatycznym
procesom biodegradacji odpowiedzialnym za procesy
samooczyszczania W srodowisku naturalnym [3].

Aby procesy biodegradacji byly skuteczne, nalezy
zoptymalizowac niektore parametry fizyczne i chemiczne,
takie jak wilgotnos¢, natlenienie i pH. Rdézne rodzaje
gleby charakteryzuja sie réznymi wiasciwosciami fizycz-
nymi i chemicznymi, co wptywa na waznosé utrzymania
na odpowiednim poziomie pewnych okreslonych parame-
trow. Do najbardziej istotnych naleza tekstura, struktura,
porowatos¢, przepuszczalnosé, infiltracja, gestose, wilgot-
nos¢, pH oraz zawartos¢ substancji odzywczych [4].

Wartos¢ pH uwaza si¢ za najwazniejszy parametr
w procesie biodegradacji, poniewaz stanowi on kluczowy
czynnik dla dostepnosci substancji odzywczych, a tym
samym dla rozwoju drobnoustrojéow w glebie. Na ogét
bakterie nie toleruja warunkéw nazbyt kwasnych; wskaz-
nik pH gleby powinien utrzymywaé sie w przedziale
pomiedzy 6 a 8 [5].

Z chwila gdy ropa przedostanie sie do gleby, jej
sktadniki moga zosta¢ przeniesione do jezior, rzek
i wody gruntowej. Moga takze przywrze¢ do czastek
statych lub odparowaé do powietrza (skadniki lekkie).
Weglowodory posiadaja zdolnos¢ rozpuszczania tkanek
roslin, uniemozliwiajac roslinom odpowiednia wymiang
gazowa z otoczeniem, doprowadzajac przez to do udu-
szenia sie rosliny. U ludzi i zwierzat, wdychanie/pot-
kniecie weglowodoréw moze prowadzi¢ do podraznie-
nia drég oddechowych i przewodu pokarmowego.
Dlugotrwate wystawienie na lotne zwiazki organiczne
moze powodowac czasowe lub state zmiany w osrod-
kowym uktadzie nerwowym [6].

Biodegradacji weglowodordw sprzyja duza rézno-
rodnos¢ drobnoustrojow, ktére wytwarzaja w tym celu
specjalne enzymy [7].

Some physical and chemical treatment strategies
to recover affected lands are: vapor extraction, soil
washing, solidification and stabilization, thermal
desorption, electro-kinetic separation, incineration,
extraction with solvents, oxidation and reduction
processes and chemical de-halogenations. Although
these strategies are efficient for contaminant re-
moval, they are generally conceived as temporary
solutions and often, the contamination is transferred
to other medium. At the moment, bioremediation is
the only method for soil recovery that implies an
effective contaminant transformation into innocuous
substances; in addition, it is very efficient and
economical [2].

In a regular microbial degradation process,
metabolic activity is used either to eliminate certain
contaminant substances or to transform them into
other substances that are less aggressive, therefore
reducing environmental risks and favoring the nor-
mal enzymatic biodegradation processes responsible
for the self depurative action of the environment [3].

In order to have a successful biodegradation
process, some physical and chemical parameters like
humidity, temperature, aeration and pH should be
optimized. Different types of soil have different
physical and chemical properties which affects the
importance of controlling some specific parameters.
Among these, texture, structure, porosity,
permeability, infiltration, density, humidity, pH and
nutrient content are the most relevant [4].

The pH is considered the most important pa-
rameter in biodegradation processes because it
constitutes a key factor for nutrient availability,
and therefore for organisms’ development in soil.
Generally, bacteria do not tolerate exceedingly
acidic conditions; soil must maintain a pH between
6 and 8 [5].

Once oil has reached the soil, its components can
be dragged or transported to lakes, rivers and
groundwater. They can also become adhered to soil
particles or volatilized into air (light compounds).
Hydrocarbons are capable of dissolving plant tissue,
preventing the plant from having an adequate gas
exchange with the environment, thus suffocating the
plant. In human beings and other animals, hydro-
carbon ingestion can generate irritation of the res-
piratory and digestive pathways. Prolonged exposure
to volatile organic compounds can cause temporary
or permanent alterations of the central nervous
system [6].

Hydrocarbon biodegradation is favored by a great
variety of microorganisms which produce specific
enzymes for this purpose [7].
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Jedna z najczestszych technik biodegradacji gleby
stosowana w przemysle naftowym jest tzw. landfarming.
Stosowanie tej techniki polega na uktadaniu zanieczysz-
czonej gleby warstwami. Warstwy te nie sa zazwyczaj
duzej grubosci i wymagaja regularnego nawadniania aby
stymulowa¢ proces biodegradacji. Aby przyspieszy¢ ten
proces czesto dodaje sie drobnoustrojéw rodzimych lub
obcego pochodzenia. Mozna je znalez¢é w specyficznych
konsorcjach drobnoustrojow prowadzacych biodegradacje
pewnych zwiazkow. Jednakze nie zawsze sa one wydajne
z uwagi na ich brak zdolnosci adaptacyjnych lub nega-
tywne wzajemne oddziatywanie z rodzimymi drobno-
ustrojami.

Czesto sporzadza sie mieszaning zanieczyszczonej
i czystej gleby, aby poprawi¢ warunki fizyczne i che-
miczne zanieczyszczonej gleby i obnizy¢ stezenie zanie-
czyszczen. Wediug cytowanych prac nie ma zadnych
doniesien na temat poprawy warunkéw fizykochemicz-
nych lub mikrobiologicznych procesu bioremediacji
w przypadku mieszania gleb zanieczyszczonych ropa
naftowa. Niniejsza praca stanowi wazny wkiad w ulep-
szenie techniki bioregeneracji, poniewaz hie nastepuje
przeniesienie zanieczyszczenia do czystej gleby i ob-
jetos¢ poddawanej oczyszczaniu gleby, zmniejsza sie
gdy obnizeniu ulega zawartos¢ czystej gleby stosowanej
W mieszance.

Niniejsze badania skupiaja sie na glebach zanieczysz-
czonych ropa. Wiadomo, ze gleby, ktére sa zanieczysz-
czone juz od dhluzszego czasu wykazuja duza rozno-
rodnos¢ drobnoustrojow przystosowanych do weglowo-
doréw. Opierajac si¢ na tym fakcie, potaczono gleby
zawierajace rozne okresy trwania zanieczyszczenia,
w celu stymulowania procesu biodegradaciji i unikniecia
przenoszenia zanieczyszczen do czystej gleby.

Kilka gatunkéw bakterii i grzybdw, otrzymanych z ba-
danych zanieczyszczonych gleb, uzyto do biologicznego
0czyszczania tych ziem i zastosowano w procesie biore-
mediacji w celu stymulowania biodegradacji TPH. Prze-
prowadzono takze wstepny proces dziatania bio-surfak-
tantow w celu zwigkszenia dostgpnosci biologicznej TPH.

Procedura doswiadczalna

Niniejsze badania zostaty przeprowadzone eta-
powo. Rys. 1 przedstawia procedure doswiadczalna,
wedtug ktorej przeprowadzono badania.

Pierwszy etap obejmowat pobieranie prébek od-
powiednich rodzajow gleby: badania w terenie oraz
analizy fizykochemiczne i mikrobiologiczne. Pobra-
ne prébki oznaczono symbolami S1, S2, i S3 — byty
to probki o odpowiednim najwyzszym, $rednim
i najnizszym czasie trwania zanieczyszczenia.

Analizy fizyczne i chemiczne, ktére przeprowa-
dzono w celu ocenienia zdolnosci gleby do biode-
gradacji  zanieczyszczen obejmowaly infiltracje,
przepuszczalno$¢, temperature, strukture, teksture,
porowatos¢, potencjalna retencje strefy aeracji, pH
oraz stosunek wegla do azotu do fosforu (C:N:P).

One of the most common soil biodegradation
techniques used by the oil industry is Landfarming.
Using this technique involves depositing contami-
nated soil in layers. These layers are commonly not
very deep and they require regular irrigation to
stimulate biodegradation. In order to accelerate the
process, autochthonous or aloctonous microorga-
nisms are frequently added. These can be found as
part of specific microbiological consortia which bio-
degrade some compounds. However, they are not
always efficient due to either the microorganisms’
inability to adapt to the media or negative inter-
actions with native microorganisms.

It is common to make a mixture of contaminated
soils with clean soil, in order to improve the physical
and chemical conditions of the affected soils and
diminish the contaminant concentration. According
to the consulted references, there are not any cita-
tions on physical, chemical and microbiological con-
ditions improvement of bioremediation processes
when contaminated soils are mixed. This research is
an important contribution in bioremediation tech-
nique improvement because there is no contaminant
transfer to clean soil and the volume of processed
soil is diminished when the use of clean soil for the
mixture is suppressed.

This research is focused on oil contaminated
soils. Soils with an elevated contamination age are
known to have a great variety of hydrocarbon
adapted microorganisms. Based on this fact, soils
with different contamination ages were combined in
order to stimulate the biodegradation process and
avoid contaminant transfer to clean soil.

Several bacteria and fungi, specifically obtained
from the studied contaminated soils, were adopted
for the biological treatment and applied during the
bioremediation process to stimulate TPHs biode-
gradation. A pretreatment with a biosurfactant was
performed in order to increase TPHSs bioavailability.

Experimental procedure
This research was conducted in stages. Figure 1
shows the experimental procedure that was followed.

The first stage involved sampling of the corre-
sponding types of soils: field tests and physical-
chemical and microbiological analyses. The soil
samples taken were named S1, S2, and S3: soils with
the highest, intermediate and lowest contamination
ages, respectively.

The physical and chemical analyses performed in
order to assess the soil’s biodegradation potential
were: infiltration, permeability, temperature, struc-
ture, texture, porosity, specific retention, pH and the
carbon-nitrogen-phosphorus ratio (C:N:P).
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biodegradacii
Biodegradation test
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Rys. 1
Procedura doswiadczalna

W drugim etapie drobnoustroje rodzime posiadajace
zdolnos¢ biodegradacji TPH udato sie wyizolowaé za
pomoca modyfikowanych kultur przygotowanych w wo-
dzie z dodatkiem probki gleby i nastepujacej pozywki:
odzywka, bulion z serc, pozywka rose bengal i wyciag
z drozdzy; pierwsze dwie uzyto do bakterii, pozostate do
grzybéw. Posiewu dokonano w wodnych roztworach
zawierajacych glebe, ktore poddano 24-godzinnej inku-
bacji w temperaturze 37°C. W sumie przygotowano 96
szalek Petriego na bakterie i grzyby pochodzace z trzech
réznych prébek gleby.

Dokonano  klasyfikacji drobnoustrojow wyhodo-
wanych na szalkach Petriego pod wzgledem ich za-
obserwowanych makroskopowych i mikroskopowych
cech morfologicznych. Bakterie obserwowano po czasie
dwdch dni, a grzyby po dwdch tygodniach (patrz rys. 2).

Na podstawie dokonanych obserwacji niektore grzyby
i bakterie wybrano do dalszej procedury biorac takze pod
uwage odnosniki literaturowe dotyczace biodegradacii
weglowodordw. Drobnoustroje te poddano bioaugmentacji
w kulturach w $rodowisku wodnym, aby dokona¢ porow-
nawczej analizy biodegradacji TPH. Podczas analizy bada-
no biodegradacje zachodzaca w mieszaninach zanieczysz-
czonych gleb i mieszaninach gleby czystej i zanieczysz-
czonych gleb — kazda analizowana osobno. W niektorych
sytuacjach rozwazano obecnoséfbrak wyizolowanych mie-
szanek drobnoustrojow, jak réwniez wstepne traktowanie
za pomoca bio-surfaktantow (zawierajacych bakterie nale-
zace do rodzaju Serrata (patrz rys. 3).

Fig. 1
Experimental procedure

In the second stage, autochthonous microor-
ganisms, with the ability to biodegrade TPHs were
successfully isolated using modified cultures pre-
pared with water, a portion of the soil sample and the
corresponding broth: nutritive, brain heart, Bengal
rose and yeast extract; the first two for bacteria and
the rest for fungi. Inoculation was done in water-soil
solutions that were incubated for 24 hours at 37°C.
96 petri dishes were prepared for bacteria and fungi
extracted from the three different soil samples.

The microorganisms that grew on the petri dishes
were classified according to their observed macro-
scopic and microscopic morphological characteris-
tics. Bacteria were observed after a growing period
of four days and fungi after two weeks. (See fig. 2).

Based on observations, some fungi and bacteria
were selected for posterior procedures taking into
account bibliographic references in hydrocarbon
biodegradation. These microorganisms were bio-
augmented in aqueous media cultures in order to
perform a comparative TPH biodegradation analysis.
The analysis studied biodegradation among conta-
minated soil mixtures and mixtures of clean with
contaminated soils. In some situations, presence/ab-
sence of the isolated microbial pool was considered,
as well as the preliminary treatment with the
biosurfactant (composed of bacteria of the genus
Serrata,(See figure 3).
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Rys. 2
Wyizolowanie bakterii i grzybow

Fig. 2
Bacteria and fungi isolation

Poréwnawcze badanie biodegradacji TPH
Comparative TPH Biodegradation Test

Zanieczyszczone mieszaniny gleb
Contaminated soil mixtures

a 3
Gleba czystai gleby zanieczyszczone
Clean with contaminated soil

[ siesasss | ( siesaiss )

S1+SL
S2+SL
S3+SL

S1+SL
S2+SL
S3+SL

.
[Sl+SZ+S3+MP] [Sl+SZ+SS+MP] r ~
S1+SL+M1 S1+SL+M1
S2+SL+M2 S2+SL+M2
| S3+SL+M3 S3+SL+M3  }

Poddane wstepnemu
dziataniu biosulfaktantu

Bez wstepnego
dziatania biosulfaktantu

Poddane wstepnemu
dziataniu biosulfaktantu

With preliminary
treatment

Rys. 3

Analiza poréwnawcza biodegradacji TPH

S1, S2 i S3 — prébki gleb o r6znym okresie trwania
zanieczyszczen; SL — gleba czysta;

M1, M2, M3 - odpowiadajace im mikroorganizmy gleby,
MP — mieszanina drobnoustrojow z gleb S1, S2, S3

Mieszaniny gleb charakteryzowano poczatkowo przez
okreslenie ich zdolnosci retencji strefy aeracji potencjalnej
i wilgotnosci okreslanej grawimetrycznie w 24 godziny
po rozpoczeciu eksperymentu oraz codziennie przez okres
tygodnia, aby wyznaczy¢ tendencje spadku wilgotnosci
i zawartosci wody wzgledem grawimetrycznie wyznacza-
nej wilgotnosci (mililitrbw wody ma kilogram suchej
gleby). Krzywe otrzymane na podstawie tych danych
pomogty w ustaleniu wielkosci nawodnienia, jakie jest
konieczna dla utrzymania wilgotnosci na poziomie od 50
do 80% zdolnosci retencji strefy aeracji potencjalnej kaz-
dego z rodzajow gleby, w zaleznosci od tego, jaka wiel-
kosc¢ jest zalecana w literaturze.

Tablica 1 przedstawia wstgpne badania przeprowa-
dzone przy uzyciu probek gleby o réznych proporcjach
w celu ustalenia najkorzystniejszej dla procesu biodegra-
dacji mieszaniny gleb.

Without preliminary
treatment

With preliminary
treatment

Fig. 3

Comparative TPH biodegradation analysis

S1, S2, S3 - soils with different contamination ages;
SL - clean soil;

M1, M2, M3 - corresponding soil microorganisms;
MP — microbial pool

The soil mixtures were initially characterized by
defining their specific retention capacity and
gravimetric humidity, which was determined 24
hours after experiment initiation and on a daily basis
for one week, to establish the tendency of humidity
loss and water content versus gravimetric humidity
(milliliters of water per kilogram of dry soil). The
curves built with these data helped to determine the
irrigation volumes needed to maintain humidity
around 50 to 80% of the specific retention capacity
of each soil, according to what is bibliographically
recommended.

Table 1 shows the preliminary tests performed
using different soil proportions in order to determine
the most favorable soil mixture for the biodegra-
dation process.
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Tablica 1
Wstepne proporcje kazdej gleby nieczyszczonej w prébkach

Table 1
Proportions of contaminated soils mixtures

Procentowy udziat gleby (%) w mieszance poddawanej biodegradacji
Nr préby Soil proportion (%)
Test Gleba 1 Gleba 2 Gleba 3
Soil 1 Soil 2 Soil 3
1 50 25 25
2 25 50 25
3 25 25 50
4 33,3 33,3 33,3

Aby usprawni¢ zachodzacy proces, do kazdej mie-
szanki gleby dodano wyizolowana i poddana bio-
augmentacji mieszankg drobnoustrojow. Pozywkg dla
drobnoustrojow dodano na poczatku i w potowie trzy-
tygodniowego okresu. W tym czasie przeprowadzono
wstepne badania biodegradacji. W celu okreslenia efek-
tywnosci, przeprowadzono analizy TPH w dniu zerowym
i na koncu trzytygodniowego okresu.

Wedlug wstepnych badan najlepsza proporcja za-
nieczyszczonych gleb zostata uzyta do analizy poréw-
nawczej biodegradacji. W tym etapie dokonano oceny
przebiegu procesu biodegradacji przy uzyciu mieszaniny
zanieczyszczonych gleb (warunki 1) i zanieczyszczonych
gleb zmieszanych z czysta gleba (warunki 2). W obydwu
typach warunkéw zbadano zmiennos¢ (obecnos¢ lub
brak) wstepnego oczyszczania i stosowania mieszanki
mikrob6w (bakterie i grzyby wyizolowane z zanie-
czyszczonych gleb).

Préby z wstepnym traktowaniem gleby trwaty cztery
tygodnie (jeden tydzien dodatkowo na wstepne trakto-
wanie gleby) a testy bez wstepnego traktowania trwaty 3
tygodnie.

Dodatkowe proby przeprowadzono w celu spraw-
dzenia procesu biodegradacji weglowodoréw, zachodzace
W mieszaninie zanieczyszczonych gleb. Badania te trwaty
6 tygodni i byly przeprowadzone w optymalnych wa-
runkach ustalonych podczas préb wstepnych..

Wyniki i dyskusja

Probki gleb zostaty pobrane z obszaru o naste-
pujacych cechach: potozonego 100 do 300 m nad poziom
morza, o rocznych opadach wynoszacych 3089,2 mm/rok
0 stosunkowo zréznicowanych porach deszczowych
i sfonecznych, o maksymalnej temperaturze w ciagu roku
wynoszacej 27,8°C sprzyjajacej procesowi bioremediacii.
Tablica 2 przedstawia miejsca pobierania probek i daty
zanieczyszczenia gleby.

Charakterystyka fizyczna i chemiczna
Przepuszczalnosé i infiltracja: Tablica 3 przedstawia wy-
niki tych parametrow.

Szybkos¢ infiltracji i przepuszczalnos¢ miaty wysokie
wartosci dla trzech rodzajow analizowanych tu gleb.

To improve the process, the isolated and bio —
augmented microbial pool was added to each soil
mixture. The microbial broth was incorporated at the
beginning and a halfway through a three week pe-
riod. During this time the preliminary biodegradation
tests were performed. In order to assess efficiency,
TPH analyses were performed at day O and at the end
of the third week.

The best soil mixture according to the prelimi-
nary tests was used for the biodegradation compa-
rative analysis. During this phase, the biodegradation
process with a mixture of contaminated soils (con-
dition 1) and contaminated soils mixed with clean
soil (condition 2) was evaluated. The variables pre-
sence/absence of preliminary treatment and micro-
bial pool (bacteria and fungi isolated from the
contaminated soils) were examined for both con-
ditions.

Tests with preliminary treatment lasted four
weeks (one week for the preliminary treatment) and
tests without preliminary treatment lasted for 3
weeks.

Additional tests were performed to verify the
hydrocarbon biodegradation process in the different
soil mixtures. These tests lasted 6 weeks and were
performed under the optimum conditions obtained
during the preliminary tests.

Results and discussion

The soil samples were taken from an area with
the following characteristics: located 100 to 300
meters above sea level, with an annual precipitation
of 3089.2 mm/year with relatively differentiated
rainy and sunny seasons, an annual maximum
temperature of 27.8°C favorable for bioremediation
processes. Table 2 shows the sampling sites and
dates of contamination.

Physical and chemical characterization
Permeability and infiltration: table 3 shows the
results for these parameters.

Infiltration velocity and permeability were high
for the three types of soil that were analyzed. This
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Tablica 2
Miejsca pobierania probek i daty zanieczyszczenia gleby

Table 2
Sampling sites and date of contamination

Gleba Miejsce pobrania probki Data wycieku ropy naftowej

Soil Site Hidrocarbon spill date
30 czerwica 2006

S1 Payoa 1 June 30" 2006

3 kwietnia 2007

S2 Payoa 2 April 3 2007

$3 Payoa 3 Naturalna emanacja zanieczyszczen
Natural emanation

Tablica 3 Table 3

Przepuszczalnos¢ i infiltracja zanieczyszczonych gleb

Permeability and infiltration of contamianted soils

Gleba Szybkos¢ (cm/godz.) Typ infiltracji Przepuszczalnosé

Soil Infiltration velocity (cm/hr) Type of infiltration Permeability

1 20 o Wk oo o
2| s e e e e
s | 7 (o o s e

Warunek ten wskazuje, ze gleba ma niska lub bardzo
niska zdolnos¢ retencji, w zwiazku z czym nalezy glebe
czesto nawadniaé podczas procesu biodegradacji aby
utrzyma¢ optymalna wilgotnosé.

Temperatura: w kazdej z gleb panowata podobna
temperatura, okolo 24°C, co wedtug danych literaturo-
wych uwaza sie za temperature wystarczajaca do rozwoju
drobnoustrojéw (20-35°C).

Struktura: rys. 4a przedstawia strukturalna charak-
terystyke gleby 1. Jak wida¢ z rysunku, wyglad gleby
wskazuje na to, ze jest ona utworzona z blokow, zgodnie
zdanymi  mowiacymi 0 wysokich wspotczynnikach
infiltracji i niskich wartosciach retencji wody.

Gleby 2 i 3 nie wykazywaly okreslonej struktury.
Gleba 2 sktadata si¢ z luznych ziaren i miata umiar-
kowana zdolnos¢ retencji (rys. 4b). Gleba 3 skiadata sic
ze spoistej masy 0 wysokiej zawartosci weglowodorow,
ktora zmieniada jej naturalne wiasciwosci zwiazane z re-
tencja wody i nasiakliwoscia (rys. 4c).

Tekstura: teksture okreslono metoda hydrodyna-
miczna i przeprowadzonymi pozniej badaniami granu-
lometrycznymi. Tablica 4 pokazuje wyniki uzyskane za
pomoca pierwszej z tych metod.

Wymienione 3 typy gleb okreslono jako piaszczyste,
zgodnie z trdjkatem tekstury gleby i udziakem procen-
towym sktadnikéw (jak podano w tablicy 4).

condition suggests that the soil has low or very low
water retention capacity, so irrigation must be frequent
during the hydrocarbon biodegradation process in order
to maintain optimum humidity conditions.

Temperature: temperature in each soil was very
similar, around 24° C, which is considered to be
adequate for microbial growth (20-35° C) according
to bibliographical references.

Structure: figure 4a shows the structural cha-
racteristics soil 1. As seen in the figure, the soil
appears to be formed by blocks, consistent with
high infiltration rates and low water retention.

Soils 2 and 3 did not show a defined structure.
Soil 2 was composed by loose grains with a mo-
derate water retention capacity (figure 4b). Soil 3
was composed by a cohesive mass with elevated
hydrocarbon content which changes its natural
water retention and permeability characteristics
(figure 4c).

Texture: texture was established by the hydro-
metric method and posterior granulometric tests.
Table 4 shows the results obtain with the first
method.

The three types of soils were defined as sandy,
according to the soil texture triangle and the particle
percentage (shown in the table 4).
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Rys. 4

Strukturalna charakterystyka gleb
a) —struktura gleby S1,
b) — struktura gleby S2,
c) —struktura gleby S3

Fig. 4

Structural characteristics soil
a) — structure S1,

b) — structure S2,

) - structure S3

Tablica 4 Table 4
Tekstura gleb zanieczyszczonych — metoda hydrometryczna Contaminated soils texture — hydrometre method
Gleba Piasek (%) Glina (%) Pyt(%)

Soil Sand (%) Clay (%) Silt (%)
S1 96,2 2,9 0,9
S2 97,5 1,7 0,8
S3 95,3 3,6 11

Granulometryczne wyniki zanieczyszczonych gleb
pokazano w tablicy 5 i na wykresie — rys. 5 (krzywe
tekstury).

Zadna z gleb nie wykazata zawartosci frakcji drobnej
powyzej 50%, co klasyfikuje te gleby jako piaszczyste.

Gleba 3 wykazuje wyzszy udziat frakcji drobnych
(zsita Nr 200) niz gleby 1 i 2, co moze wskazywac na
wyzsza wodochtonnos¢ wAasciwa wody. | przeciwnie,
gleba 1 wykazywala nizsza zawartos¢ ziaren drobnych
(sita od 4 do 10), gestych piaskow (sita od 10 do 40),
i srednich piaskéw (sita od 40 do 100) niz gleba 2, co
wskazuje na to, ze jej retencja strefy aeracji potencjalna
powinna by¢ mniejsza w poréwnaniu do gleby 2 i 3.
Gleba 2 wykazywata najwyzsza zawartos¢ ziaren drob-
nych, srednich i gestych piaskdw co sugeruje jej najlepsza
w retencji strefy aeracji potencjalnej.

Piaszczysta tekstura trzech wymienionych gleb moze
przyczynia¢ sie do procesu bioremediacji poprzez
ulatwianie dostep drobnoustrojow do weglowodorow,
zmniejszenie spoistosci materiatu i zapewnienie dosta-
tecznego przeptywu powietrza przez porowaty osrodek
gleby i jej porowate osrodki.

Porowatosé: Tablica 6 przedstawia dane otrzymane
dla gestosci i porowatosci dla catkowitej porowatosci
uzyskanej dla kazdego badanego rodzaju gleby.

The granulometric results of the contaminated
soils are shown in table 5 and graph — fig. 5 (textures
curves).

None of the soils showed fine contents higher
than 50% which classifies these soils as sandy.

Soil 3 showed a higher proportion of fines
(from sieve 200) than soil 1 and 2, which may
indicate an elevated specific water capacity. On the
contrary, soil 1 showed lesser content of fine grains
(sieve 4 to 10), thick (sieve 10 to 40) and medium
(sieve 40 to 100) sands than soil 2, indicating that
its specific retention capacity should be smaller in
comparison with soils 2 and 3. Soil 2 showed the
highest content of fine grains, medium and thick
sands, which suggests the best specific retention
capacity.

The sandy texture of the three soils may con-
tribute to the bioremediation process by facilitating
microorganism’s access to hydrocarbons, dimini-
shing material cohesion and providing adequate air
flow through the soil porous media inside the soil
and its porous media.

Porosity: table 6 shows the data obtained for den-
sity and porosity for total porosity determinations in
each studied soil.
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Tablica 5 Table 5
Whyniki badan granulometrycznych dla badanych gleb Contaminated soils granulometric results
NI sita % gleby przechodzacej przez sito
. % of soil that passes the sieve
Sieve N°
S1 S2 S3
4 86,41 92,08 86,4
10 73,37 83,48 73,41
20 55,05 71,88 56,85
40 42,11 53,76 45,88
60 40,97 43,18 38,8
100 38,21 32,96 38,65
200 34,35 28,99 38,49
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Rys. 5
Krzywe tekstury zanieczyszczonych gleb

Tablica 6
Gestos¢ pozorna, gestosé rzeczywista gestosé
i porowatos¢ zanieczyszczonych gleb

Fig. 5
Contaminated soils texture curves

Table 6
Apparent density, real density and porosity
of contaminated soils

Gleba Gestos¢ pozorna Gestos¢ rzeczywista Porowatos¢
Soil Apparent density Real density Porosity
S1 1,65 2,38 30,67
S2 1,85 2,128 13,06
S3 1,96 2,22 11,71

Otrzymane wyniki klasyfikuja badane gleby jako
gleby spoiste, 0 niskiej zawartosci substancji organicz-
nych. Chociaz miaty one teksture piaszczysta, to hydro-
fobowy charakter weglowodoréw nalezy traktowaé jako
wazny czynnik. Taki charakter gleby moze sprawiac, ze
jest ona w mniejszym stopniu przepuszczalna a odpro-
wadzanie wody moze zosta¢ zagrozone, prowadzac do
nadmiaru wody, ktory mogt byé uznany za pozornie
Wyzsza retencije strefy aeracji.

The results classify the soils as compact with
low organic matter content. Although their texture
was sandy, the hydrophobic character of the hydro-
carbons should be considered as an important
factor. This character could make the soil more
impermeable and water drainage could be com-
promised, generating an excess of water that could
be considered as an apparent higher specific re-
tention.
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Whyniki otrzymane przy badaniu pozornej gestosci i
porowatosci wskazuja, ze trzy badane gleby sa spoiste i
maja niska zawartos¢ substancji organicznych. Pomimo
tego, ze gleby te byly pierwotnie piaszczyste, nalezy
wzia¢ pod uwage fakt, ze hydrofobowy charakter we-
glowodoréw pochodzacych z analizowanych rodzajéw
gleby moze powodowaé wigksza nieprzepuszczalnosé
atakze utrudnia¢ odsaczanie wody przez pory, tworzac
obszary zalane, co przydaje glebie pozornej dodatkowej
zdolnosci retencji wody.

Wilgotnosé: Zawartosé wody pokazano na podstawie
danych grawimetrycznych (HG) i wilgotnosci wyznacza-
nej objetosciowo (HV) Otrzymane wyniki zestawiono
w tablicy 7.

Dokonana klasyfikacja gleb, przeprowadzona na pod-
stawie zawartosci wody, pokazuje zmiany zachodzace
w glebie w obecnosci weglowodoréw. Gleby te maja
tendencje do tworzenia spoistych struktur, ktore nie
nadaja sic do odsaczania wody, gdy woda osiagnie
wewnetrzng czes¢ szkieletu gruntowego, na ogdt poprzez
pekniecia a niekoniecznie przez porowate zagkebienia.

Retencja strefy aeracji potencjalna: Tablica 8 przed-
stawia wyniki oznaczanej grawimetrycznie wilgotnosci
do retencji strefy aeracji potencjalnej badanych gleb.

Gleba 3 wykazuje najwyzsza procentowo wilgotnosé
do zdolnosci retencji strefy aeracji potencjalnej, nastepna
w kolejnosci jest gleba 1 a nastepna gleba 2. Rdznice te
wskazuja, ze mieszanina tych trzech gleb moze poprawi¢
warunki dotyczace wilgotnosci dla procesu bioremediacii.

pH: wyznaczono metoda rozcienczenia woda-gleba w
stosunku 1:1 (wagowo-objetosciowym). Tablica 9 przed-
stawia wyniki pH dla kazdej z gleb.

The results obtained from apparent density and
porosity assays indicate those three soils as compact
ones, with low organic matter content. In spite of the
fact that those soils were originally sandy, it must be
taken into account that the hydrophobic charac-
teristics in current hydrocarbons from the analyzed
soils may confer greater impermeability and also
difficult water drainage through its pores, creating
flooding which provides the soil with apparent
additional water retention capacity.

Humidity: the water content is shown by the
gravimetric (HG) and volumetric humidity (HV).
The obtained results are summarized in table 7.

The classification given to the soils, according to
its water content, shows the changes that occur in
soils when hydrocarbons are present. The soils tend
to form cohesive structures that are not adequate for
water drainage when the water reaches the interior
portion of the soil matrix, generally through cracks
and not necessarily through porous cavities.

Specific retention capacity: table 8 shows the
results of gravimetric humidity to specific water
retention for the studied soils.

Soil 3 shows the highest percentage of humidity to
specific water retention followed by soil 1 and then by
soil 2. These differences suggest that the mixture of
the three soils could improve the conditions of hu-
midity for the bioremediation process.

pH: was determined by the water-soil 1:1 dilu-
tion method (weight — volume). Table 9 shows the
pH results for each soil.

Tablica 7 Table 7
Zawartos¢ wody w zanieczyszczonych glebach oraz typ gleby Contaminated soils water content and type of soil
Soil HG (%) HV () Type of sl
S1 11,4 18,8 C,C-S,C-L
S2 7,2 13,4 F, FL,L
S3 9,1 17,8 FC, FCL, FCS

gdzie:
S — gleba piaszczysta, C — gleba gliniasta, F — gleba typu franc,
FL — gleba typu franc-wapienna, L — gleba wapienna

Tablica 8
Grawimetrycznie wyznaczana wilgotnos¢ zanieczyszczonych
gleb do retencji strefy aeracji potencjalnej

where:
S —sandy soil, C — claisy soil, F — franc soil,
FL — franc lime soil, L — lime soil

Table 8
Contaminated soils gravimetric humidity to specific
retention capacity

Glepa s1 S2 S3
Soil
% HG 5,86 2,59 8,34
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Tablica 9
Wskaznik pH badanych zanieczyszczonych gleb

Table 9
pH for the studied contamianted soils

Gleba s1 s2 s3
Soil
oH 6.8 73 71

Badane trzy gleby wykazywaty wartosci pH bliskie
odczynowi obojetnemu, miedzy 6,5 a 7,5, charakterys-
tyczne dla gleb pochodzacych z terenéw péhwilgotnych
i polsuchych Takie warunki pH sprzyjaja rozwojowi
drobnoustrojéw i rozpuszczalnosci substancji odzyw-
czych (np. fosforu), minimalizujac transport metali
ciezkich wewnatrz gleby.

Stosunek wegiel:azot:-fosfor (C:N:P). Tablica 10
przedstawia skrotowo udziaty procentowe pierwiastkow
C, N, P stwierdzone w glebie ich wzajemne proporcije.

Badane trzy rodzaje gleb wykazywaty dobre stosunki
pierwiastkow C: N: P, zgodne z zalecanymi w literaturze
dla procesu bioregeneracji (1:0,1:0,01). Wartosci pH tych
gleb sprzyjaja dostepnosci fosforu: jest to jeden z powo-
déw dla ktdrego jest on fatwo wykrywalny i wystepuje
w duzej ilosci.

TPH: Poczatkowa zawartos¢ TPH w kazdej z bada-
nych gleb przedstawiono w tablicy 11.

Gleba 3, o najdtuzszym okresie trwania zanieczysz-
czenia, miata najbardziej podwyzszona zawartos¢ TPH,
nastepna pod wzgledem zawartosci TPH byla gleba 2
apotem1.

Charakterystyka mikrobiologiczna

Gleba 1. Wykres na rys. 6 przedstawia czestos¢ ob-
serwowania niektdrych bakterii, zaklasyfikowanych we-
dtug ich morfologii.

The three soils showed values close to neutrality
between 6.5 and 7.5, characteristic of soils from semi
humid and semi arid lands. This pH condition favors
the development of microorganisms and nutrient
solubility (e.g. phosphorus) while minimizing the
heavy metals transport inside the soil.

Carbon: Nitrogen: Phosphorus ratio (C:N:P) ta-
ble 10 summarizes the C, N, P percentages found in
the soil and their relation.

The three soils showed a good C: N: P ratio, as
recommended by literature for bioremediation
(1:0.1:0.01). The pH in these soils facilitates phos-
phorus availability, one reason why it is easily de-
tectable and abundant.

TPH: the initial TPH content for each soil is
shown in table 11.

Soil 3 with the oldest contamination event
showed the most elevated TPH content, followed
by soils 2 and 1.

Microbiological characterization

Soil 1. Graph in fig. 6 shows the frequency of
observation of some bacteria, classified according to
their morphology.

Tablica 10 Table 10
Stosunek pierwiastkéw c/n/p w badanych glebach C/N/P ratio for the studied soils
Gleba Wegiel (%) Azot (%) Fosfor (%) Stosunek C:N:P

Soil Carbon (%) Nitrogen (%) Phosphorus (%) Ratio C:N:P

S1 0,58 0,07 0,058 1:0,1:0,1

S2 0,32 0,04 0,037 1:0,1:0,1

S3 0,37 0,035 0,012 1:0,1:0,03
Tablica 11 Table 11

C/N/P ratio for the studied soils

Stosunek pierwiastkow c/n/p w badanych glebach

Gleba

Soil TPH (%)
S1 6,3
S2 7,8
S3 9,4
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Rys. 6
Grupy bakterii wyizolowane z gleby 1

Bakterie nalezace do rodzaju najczesciej wystepuja-
cego w tej glebie to Gram-ujemne bakterie coco bacillus,
nastepnie bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Okoto
90% zaobserwowanych probek bakterii posiadato endo-
spory, ktore daja wieksza odpornos¢ bakterii na wysu-
szenie, silne nastonecznienie i obecnos¢ zanieczyszczen.

Stwierdzono obecnos¢ nastepujacych gatunkow grzy-
béw: aspergillus spp., fusarium spp., penicillium spp.,
stenphylium spp., cladosporium spp., helmitosphorium
spp., hormodemdrum spp.; niemniej jednak aspergillus
spp i cladosporium spp. uznano za bardzo interesujace
w procesie biodegradacji weglowodorow.

Gleba 2. (Wykres na rys. 7) Bakterie nalezace do
rodzaju najczesciej wystepujacego w tej glebie to Gram-
ujemne bakterie coco bacillus, nastepnie bakterie Gram-do-
datnie. W dalszej kolejnosci pod wzgledem ilosci znalezio-
no bakterie Gram-ujemne, Gram-dodatnie coccus i Gram-
dodatnie diplococcus znaleziono w malejacej ilosci. Okoto
70% zaobserwowanych prébek bakterii miato endospory.

Stwierdzono obecnos¢ nastepujacych gatunkow grzy-
béw: aspergillus spp., nigrospora spp., pestalotia spp.,
penicillium spp., diplosporium spp., cladosporium spp.,
cephalosporium spp., hormodemdrum spp., clamidospo-
rium spp. i drozdze, oraz gatunki aspergillus spp.,
cladosporium spp oraz drozdze rozwazono pod katem
procesu biodegradacji weglowodoréw.

Gleba 3. Wykres na rys. 8 przedstawia bakterie
zaobserwowane w tej glebie: Gram-ujemne nalezace do
grupy coccobacillus, nastepie Gram-dodatnie bacillus
oraz w dalszej kolejnosci gramm-ujemne bacillus, gram-
dodatnie coccus oraz bakterie nitkowate.

Mnigj niz 35% probek bakterii z gleby 3 posiadato
endospory. Wskazuje to zaréwno na mniejsza adaptacje
bakterii do weglowodordéw i mniejsza odpornos¢ na nie-
korzystne warunki srodowiska.

Fig. 6
Bacterial genders isolated from soil 1

The bacterial genus which appeared most frequ-
ently in this soil was the gram negative coco bacillus,
followed by the gram positive and gram negative
bacillus, respectively. Around 90% of the observed
bacillus samples had endosporas, which provide
higher resistance for desiccation events, intense solar
radiation and contaminant presence.

The fungal species found were: aspergillus spp.,
fusarium spp., penicillium spp., stenphylium spp., cla-
dosporium spp., helmitosphorium spp., hormode-
mdrum spp.; nonetheless, some aspergillus spp and
cladosporium spp. these were considered of great
interest for the hydrocarbon biodegradation process.

Soil 2. (Graph in fig. 7) The bacterial genus
which appeared most frequently in this soil was the
gram negative coco bacillus, followed by the gram
positive bacillus. The gram negative bacillus, gram
positive coccus and gram positive diplococcus were
found in decreasing amounts. Around 70% of the
observed bacillus samples had endospores.

The fungal species found were: aspergillus spp.,
nigrospora spp., pestalotia spp., penicillium spp., di-
plosporium spp., cladosporium spp., cephalosporium
spp., hormodemdrum spp., clamidosporium spp. and
yeast, cepa from the species aspergillus spp.,
cladosporium spp and the yeasts were considered for
hydrocarbon biodegradation process.

Soil 3. Graph in fig. 8 shows the bacterial genera
observed in this soil: gram negative coccobacillus,
followed by gram positive bacillus and decreasingly
fewer gram negative bacillus, gram positive coccus
and filamentous bacteria.

Less than 35% of the bacillus samples of soil 3
showed endosporas. This suggests both a smaller hy-
drocarbon bacterial adaptation and smaller resistance
to adverse environmental conditions.
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Grupy bakterii wyizolowane z gleby 2

Fig. 7
Bacterial genders isolated from soil 2

100,0

80,0

Frequency (%)
[=2]
[a=]
(=]

pBacillus G (+)
\ aCoccus G(+)

m Bacillus G (-)
o Filamentous bactena J

0 Cocobacillus G (-)

Rys. 8
Grupy bakterii wyizolowane z gleby 3

Pomimo tego, ze w glebie 3 zaobserwowano wiele
grzybow, tylko gatunek cladosporium spp. wyselekcjo-
nowano do procesu biodegradacii.

Analiza poréwnawcza biodegradacji TPH

Wielkoé¢ nawodnienia: Tablica 12 pokazuje, ze
zdolnos¢ retenciji strefy aeracji potencjalnej ulega zmia-
nie po zmieszaniu gleb. Efekt ten obserwowano w obu
przypadkach: dla mieszaniny gleb zanieczyszczonych
i mieszaniny gleb zanieczyszczonych z gleba czysta.

Wykres na rys. 9 przedstawia krzywe utraty wil-
gotnosci dla poszczegblnych mieszanin gleb.

Zgodnie z wczesniejszymi wykresami, ktore ukazuja
zapotrzebowanie gleb na wode, przyjeto nawadnianie
z czestotliwoscia dwoch razy tygodniowo. Wysokosci
stupa wody obliczone dla kazdej mieszaniny gleby
przedstawiono w tablicy 13.

Badania wstepne: Tablica 14 przedstawia wyniki
biodegradacji TPH (w zanieczyszczonych glebach)
uzyskane podczas badan wstgpnych.

Fig. 8
Bacterial genders isolated from soil 3

Even though many fungi were observed in soil 3,
only cladosporium spp. species were selected for the
biodegradation process.

Comparative TPH biodegradation analysis

Irrigation volume for the soil mixtures: table 12
shows that the specific retention capacity changes
when soils are mixed. This effect is observed in both
cases: mixture among contaminated soils and
contaminated soils with clean soil.

Graph in fig. 9 shows the humidity loss curves
for each specific soil mixture.

According to the previous curves, which reveal
the soil’s water requirements, twice a week irrigation
frequency was established. The water volumes cal-
culated for each soil mixture are shown in table 13.

Pretests: table 14 shows the results for TPH
biodegradation (among contaminated soils) obtained
during the pretests.
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Najwyzszy, wyrazony w procentach, stopien usu- The highest TPH elimination percentages were
niecia TPH stwierdzono w glebach o podwyzszonym found among soils with elevated proportions of soil
udziale gleby S1. Mozna to przypisa¢ drobnoustrojom S1. This could be attributed to S1 microorganisms’
zawartym w glebie S1, ktére sa lepiej przystosowane being better adapted for TPH biodegradation.

do biodegradacji TPH.

Tablica 12
Procent wilgotnosci oznaczanej grawimetrycznie

do retencji strefy aeracji potencjalnej dla mieszanin gleb

Table 12
%HG to specific retention capacity
for the soil mixtures

Poszczegdlne rodzaje gleb niezmieszane
Soils on their own
S1 S2 S3 SL
5,86 2,59 8,34 10,8
Mieszaniny zanieczyszczonych gleb
Contaminated soil mixtures
S150%, S2 25%. S3 25% S2 50%, S1 25%. S3 25% S350%, S1 25%. S2 25% S1=S2=S3
9,82 7,61 11,50 11,97
Mieszanki poszczeg6lnych gleb z gleba czysta
Soil’s mix separately with clean soil
S1+SL S2+SL S3+SL
13,16 12,18 14,06
14
12 b

a 1 2

—— 51 50%, 52 28%, 53 25%
53 60%, 51 25%, 52 25%
—— 51+50

—— S350

3 4 5 B 7
e 5250% 51 25% g6y Lme (days)
S1+52453
DN

Rys. 9
Krzywe utraty wilgotnosci dla trzech mieszanin gleby

Tablica 13
Wielkos¢ nawodnienia dla kazdej mieszaniny gleb

Fig. 9
Humidity loss curves for the soil mixtures

Table 13
Irrigation volumes for each soil mixture

Wielkos¢ nawodnienia dla mieszanin gleb zanieczyszczonych
Irrigation volumes for contaminated soils mixtures

S150% + S2 25% + S3 25% | S250% + S125% + S325% | S350% + S1 25% + S2 25% S1=S2=S3

220 ml 235 ml

265 ml 225 ml

Wielkos¢ nawodnienia dla gleb zanieczyszczonych zmieszanych z gleba czysta mieszanin
Irrigation volumes for contaminated soils mixed with clean soil

S1+SL

S2+SL S3+SL

310 ml

230 ml 265 ml
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Tablica 14

Degradacja TPH podczas badan wstepnych

Table 14

TPH degradation during pre-tests

Proporcje mieszaniny
Mixture ratio

Poczatkowa zawartos¢ TPH (%)
Initial TPH (%)

Koncowa zawartos¢ TPH (%)
Final TPH (%)

Stopien degradacji TPH (%)
TPH degradation (%)

S1 S2 S3

2 1 1 11,7 8,2 29,9
1 2 1 8,7 10,8 -19,4*
1 1 2 9,0 7,9 12,2
1 1 1 8,3 7,1 14,5

* mozliwo$¢ zmiennosci prébki na skutek aglutynacji gleby przez weglowodory
* possible simple alterations caused by Hydrocarbons- soil agglutinations

Analiza poréwnawcza biodegradacji TPH: Ta-

blica 15 i wykres na rys. 10 przedstawiaja wyniki
uzyskane na podstawie badan i odpowiadajacych im

mieszanin.

Najlepsze wyniki przy zmieszaniu gleby zanieczysz-
czonej i czystej uzyskano przy braku adaptowanych
drobnoustrojéw i bez wstepnego dziatania na gleby.
Stwierdzenie tego faktu moze oznacza¢ negatywne wza-
jemne oddziatywanie (konkurencjg) migdzy rodzimymi
mikroorganizmami czystej gleby oraz uprzednio wyizo-

Comparative TPH biodegradation analysis: table

15 and graph in fig. 10 shows the results obtained
from the tests and the corresponding mixture that

was evaluated.

The best results when contaminated soil was
mixed with clean soil were obtained in the absence
of both adapted microorganisms and preliminary
treatment. This finding could indicate a negative in-
teraction (competition) among the clean soil micro

Tablica 15 Table 15
Poréwnawcze préby degradacji TPH Comparative tests TPH degradation
Mieszanina Poczatkowa zawartos¢ TPH (%) | Koncowa zawartos¢ TPH (%) | Stopien degradacji TPH (%)
Mixture Initial TPH (%) Final TPH (%) TPH elimination (%)
S150%, S2 25%, S3 25% 4,2 3,5 16,7
S150%, S2 25%, S3 25% (M) 4,2 3,4 19,5
S150% S2 25%, S3 25% (B) 4,2 31 26,19
S150%,S2 25%,S3 25%(MB) 4,2 3 28,6
S1+SL* 6,8 <1 42,645
S1+SL (M) 6,8 1,6 38,24
S1+SL (B) 6,8 <1 42,65
S1+SL (MB) 6,8 2,1 34,56
S2+SL 51 <1 40,195
S2+SL (M) 51 <1 40,195
S2+SL (B) 51 <1 40,195
S2+SL (MB) 51 1,8 32,355
S3+SL 4.4 <1 38,635
S3+SL (M) 4,4 6,8** -27,2
S3+SL (B) 4,4 6,9%* -28,4
S3+SL (MB) 4,4 3,1 14,8

gdzie:

(M) — dodatek mieszaniny bakterii;
(B) — wstepne dziatanie bio-surfaktantem;
(MB) — wstepne dziatanie bio-surfaktantem i dodatek

Where:

mieszaniny drobnoustrojow

* mieszanina o tych samych proporcjach,
** mozliwos$¢ zmiennosci prébki na skutek aglutynacji

gleby przez weglowodory

(M), — microbial pool addition;
(B) — preliminary treatment with bio-surfactant;
(MB),— both preliminary treatment and microbial pool

addition.

* same proportion mixture,
** possible simple alterations caused by Hydrocarbons- soil

agglutinations
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=

S3+SL

gdzie:
No Tt = préba kontrolna

Rys. 10
Testy poréwnawcze rozktadu TPH

lowanej i poddanej bicaugmentacji mieszance drobno-
ustrojéw i bio-surfaktantow (bakterii nalezacych do
grupy Serratia) stosowanych podczas wstepnego dzia-
tania na probki gleb. Z drugiej strony, wyniki uzyskane,
gdy gleby bylty mieszane pomiedzy soba wykazaty, ze
zarbwno dziatanie wstepne oraz dodatek mieszanki
drobnoustrojéw polepszaty biodegradacje TPH na krot-
ka mete. Uzyskane wyniki wykazuja 3% koncowa
zawartos¢ THP, co stanowi najwyzsza dopuszczalng
zawartos¢ w glebie zgodnie z Zarzadzeniem 29B Stanu
Louisiana (USA).

Ostatecznie uzyskano stopien eliminacji TPH wyno-
szacy 65,77% podczas prob bioremediacji przeprowa-
dzonych w okresie szesciu tygodni. Wyniki te wykazaty
ogromne zalety procesu bioremediacji, gdzie uzyskano
koncowa zawartos¢ THP wynoszaca 3%, co, jak po-
przednio, zgodne jest w Zarzadzeniem 29B Stanu Loui-
siana (USA). Tablica 16 przedstawia uzyskane wyniki.

Whioski

Bedace przedmiotem badania zanieczyszczone
gleby pochodzace z pola naftowego w Santander w
Kolumbii wykazaty szybka infiltracje i wysoka
przepuszczalnos$¢ — charakteryzujaca gleb o teksturze
piaszczystej. Pomimo to, badania wykazaty, ze na
ich porowatos¢ i czas retencji miata wptyw obecnosé¢
weglowodoréw i ich hydrofobowy charakter.

Tablica 16
Szesciotygodniowe proby degradacji TPH

Where:
No Tt = control test

Fig. 10
Comparative tests TPH degradation

biota and the previously isolated and bio-augmented
microbial pool and the bio-surfactant (bacteria from
the Serratia genus) applied during the preliminary
treatment. On the other hand, the results obtained
when soils where mixed among themselves, demon-
strated that both the preliminary treatment and the
addition of the microbial pool enhanced TPH bio-
degradation in the short term. The results obtained
indicate a final 3% TPH content, which is the maxi-
mum value allowed in soils according to the Loui-
siana 29B Regulation (USA).

Finally, a 65.77% TPH elimination was accom-
plished during the bioremediation tests performed in
a six week period. These results showed the great
benefits of the biodegradation process, where a final
3% TPH content was obtained, once again in ac-
cordance with the Louisiana 29B Regulation (USA).
Table 16 show the results obtained.

Conclusions

The contaminated soils studied from an oil field
in Santander — Colombia, showed rapid infiltration
and high permeability, characteristics of sandy
textures. Nonetheless, this research established that
the porosity and specific retention were affected by
the presence and hydrophobic character of the
hydrocarbons.

Table 16
Six week tests TPH degradation

Mieszanina Poczatkowa zawartos¢ TPH (%) | Koncowa zawartos¢ TPH (%) | Stopien degradacji TPH (%)
Mixture Initial TPH (%) Final TPH (%) TPH elimination (%)
S150%, S2 25%, S3 25% 8,94 5,93 33,67
S1 50%,S2 25%,S3 25%(MB) 8,94 3,06 65,77
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Stosunek pierwiastkow C:N:P, temperatura i pH
zanieczyszczonych gleb miaty optymalne wartosci dla
postepu procesu bioregenracii.

Najlepsze wyniki eliminacji TPH uzyskano wowczas,
gdy poszczegblne gleby poddano oczyszczaniu oddzielnie
w mieszaninie z czysta gleba, bez obecnosci zaréwno mie-
szaniny bakterii i bez poddaniu wstepnemu traktowaniu.

Proby przeprowadzone przez zmieszanie zanieczysz-
czonych gleb wykazaty, ze mieszanina zawierajaca 50%
gleby o najdtuzszym czasie zanieczyszczenia, 50% gleby
0 $rednim czasie zanieczyszczenia i 25% gleby o najkrot-
szym czasie zanieczyszczenia miaty najwyzszy stopien
usuniecia TPH (28,6%) przy stosowaniu dodatku miesza-
niny bakterii i bio-surfaktantow.

Czterotygodniowy proces biodegradacji przeprowa-
dzony na zanieczyszczonych glebach, ktory obejmowat
wstepne traktowanie i dodatek mieszaniny drobnoustrojow
dat wyniki zgodne z Zarzadzeniem 29B Stanu Louisiana
(USA). Fakt ten wskazuje na to, ze proces ten mozna
stosowa¢ jako rozwiazanie alternatywne dla bioregenracji
zanieczyszczongj gleby, zmniejszajac tym samym zaréwno
przenoszenie zanieczyszczen do czystej gleby i objetosci
gleby, ktéra musi zosta¢ poddana oczyszczaniu.
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