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ODREDIVANJE UDJELA SLOBODNIH KARBOKSILNIH KISELINA I
FENOLNO — LAKTAMSKIH SPOJEVA U NAFTOM ONECISCENOM
OBRADIVOM TLU

Ispitana su dva uzorka tla oneéiSéena uzorkovana na poljoprivred-
nim povr§inama PIK Vinkovci. Uzorak 1 uzet je s dubine 0 — 30 cm, a
uzorak 2 s dubine 180 — 200 cm.

Ekstrakcijom je iz uzoraka odvojena nafta u kojoj su odredene slobodne
karboksilne kiseline i fenolno — laktamske komponente. Dobivene frakcije
okarakterizirane su infracrvenom spektrometrijom.

Nadeno je da uzorak 1 sadrzi 0,6887 g kiselih komponenata na 1 Kkilo-
gram izvornog tla, a uzorak 2 sadrzi 0,0025 g kiselih komponenata na 1 ki-
logram izvornog tla.

DETERMINATION OF FREE CARBOXYLIC ACIDS AND PHENOLIC-
-LACTAMIC COMPONENTS FROM SOIL SAMPLES POLUTED BY
PETROLEUM

Two samples of soil that has been poluted by petroleum were taken
out of agriculture area PIK Vinkovci and examined. Sample No. 1 was
taken from the depht of 0 — 30 cm and sample No 2 from the depth 180
— 200 cm.

In petroleum that was separated from the samples by method of extra-
ction free carboxylic acids and phenolic-lactamic type components were
determined and characterized by infrared spectroscopy.

It has been found that sample No 1 contained 0,6887 g acid components
per kg of the original soil sample, and sample No 2 contained 0,0025 g acid
components per kg of the original soil sample.

Sonja SILHARD-MIHALJEVIC, dipl. inZ. kemije

Dr Zdravko RAMLJAK
Gradevinski institut, J. RakusSe 1, 41000 Zagreb

Dr Branko PAKOVIC
Poljoprivredni institut, Kaci¢eva 9, 41000 Zagreb
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UvoD

Zna se da tlo ima visoki stupanj asimilacije i razgradnje razli¢itih osta-
taka organskog porijekla koji mogu sadrzavati i toksicne komponente, jer
ilo sadrzi na milijune mikroorganizama u gramu tla (1), a naro¢ito mnogo
u orani¢nom sloju. Prisustvo bilo kakvih organskih materija ili ostataka
i toksi¢nih komponenata podlijeZe neminovno razgradnji kad se nade u
tlu.

Nafta i proizvodi nafte postaju sve Ce$¢i agensi zagadivanja tla, iako
postoje strogi propisi i mjere predostroznosti da se tome izbjegne.

Zbog visoke molekularne teZine, viskoziteta i kristalini¢nosti ugljiko-
vodika nafte, degradacija i biolo$ka oksidacija ugljikovodika koji su rav-
no¢lani, razgranati ili cikli¢ki alkalni i aromatski spojevi, kad dodu u do-
dir s tlom, pokazuju izrazitu otpornost i izazivaju drasticne promjene u
mikrobiolodkim, fizikalnim i kemijskim svojstvima tla. Rast vegetacije obi-
¢no je sprijecen, jer nafta istiskuje kisik iz pora tla i Cini tlo anaerobnim.

Zagadivanja naftom i prirodnim plinom dogada se u blizini naftnih iz-
vora i poljoprivrednih povrSina preko kojih prolazi naftovod. Kad nafta
zamijeni kisik u atmosferi tla rezultira snaZna mikrobioloSka aktivnost ko-
ja se ocituje u proizvodnji supstance u reduciranom stanju. Od anorgan-
skih elemenata to se odnosi na Fe i Mn koji prelaze u Fe (II) i Mn (II).

J Riviére i C. Gatellier (2) ustanovili su da tla zagadena naftom poka-
wuju veéu respiratornu aktivnost i dehidrogenizaciju. Populacija mikroba
ne varira, ali nije ista, jer se poveéava broj bakterija koje koriste uglji-
kovodi¢ne spojeve. To su bakterije roda Pseudomonas, a to je potvrdeno i
laboratorijskim pokusima. Ove bakterije koriste N iz tla zagadenog naf-
tom. Iza njih dolaze aerobni fiksatori koji koriste ugljikovodi¢ne spojeve
kao izvor C i energije. To su bakterije roda Arthorobacter.

Postoje medutim satojci nafte koji se te$ko metaboliziraju, i dugotraj-
ni su. To obja$njava sporu pojavu aktinomiceta, posebno iz roda Nocardia.

Ellis i Adams(3) utvrdili su da 60% oksidatora u tlu su vrste roda Pseu-
domonas, koje mogu rasti u $irokom rasponu uvjeta i najces¢e ih se nade
tamo gdje ima naftnih proizvoda.

Ch. Baldwin (3) ustanovio je takoder da bakterije, plijesni i gljive koje
normalno pokazuju sposobnost da napadaju ugljikovodi¢ne spojeve, razvi-
jaju tu sposobnost nakon duZe kultivacije na hranjivom supstratu u pri-
sustvu mineralnih ulja.

Na poljoprivrednim povrsinama PIK Vinkovci, dogodio se slucaj zaga-
divanja naftom na proizvodnoj povr$ini. Na tom lokalitetu je neposredno
poslije zagadivanja, izvr§eno determiniranje intenziteta zagadenosti plosno
i do dubine od 200 cm. Ujedno su uzeti uzorci tla iz dubine 0 — 30 cm i
180 — 200 cm. U tim uzorcima izvrSeno je istrazivanje udjela slobodnih kar-
boksilnih kiselina i fenolno-laktamskih komponenata.
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EKSPERIMENTALNI DIO
UZORCI

Uzorak 1: Naftom oneci$éeni uzorak uzrokovan na obradivim povrSina-
ma PIK Vinkovci. Uzorak je uzet na prosjecnoj dubini od
0 — do 30 cm, a tamnosive je boje.

Uzorak 2: Naftom onefi$éeni uzorak uzrokovan na obradivim povrsina-
ma PIK Vinkovci. Uzorak je uzet na prosje¢noj dubini od 180
do 200 cm, a sivozute je boje.

SHEMA ISPITIVANJA NAFTOM ONECISCENOG UZORKA TLA

Nakon pregleda uzoraka i preliminarnih ispitivanja odluceno je da se
uzorci ispitaju prema postupcima pokazanih na slici 1.

Postupak ispitivanja opisan shemom na slici 1 sastoji se od slijedeceg:

Susenje izvornog uzorka tla

Izvorni uzorak (600 g) susi se na temperaturi 1100C kroz 3 sata. Uspo-
redbom tezina prije i poslije suSenja dode se do udjela vlage u izvornom
uzorku. Ovaj korak je potrebno uciniti radi kvantitativnog odredivanja vode,
a isto tako i radi daljnjeg postupka ekstrakcije nafte iz tla jer taj postu-
pak zahtijeva potpuno suhi uzorak tla.

Miljevenje suhog uzorka tla

Postupak ekstrakcije naftnog materijala iz oneciScenog uzorka tla za-
htijeva da se uzorak prije ekstrakcije samelje na odredenu granulaciju zr-
nja (0—0,09 mm). Iz tog razloga suhi uzorak tla je samljeven u kugli¢nom
mlinu do navedene granulacije.

Ekstrakcija naftnog materijala iz suhog onefisé¢enog uzorka

Suhi onedi$éeni uzorak podvrgnut je ekstrakciji kloroformom u Soxlet
aparatu kroz 48 sati. Tim postupkom dobije se naftni ekstrakt i ¢isto su-
ho tlo.

QOdredivanje slobodnih karboksilnih kiselina i fenolno-laktamskih
komponenta u uzorku ekstrahirane nafte.
(Reaktivnom tekucéinskom kromatografijom na adsorbensu Si0)/KOH

100 g silika gela 0,063 — 0,200 mm pomijesa se sa 200 ml 5% izopropa-

nolne otopine KOH i ostavi reagirati 5 minuta. Nakon toga suspenzija se
prelije u kolonu te se sloj SiO,/KOH ispire s 1000 ml izopropanola. Nakon
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toga SiO,’KOH se istrese iz kolone na stakleni poklopac, susi i reaktivira u
sudioniku na temperaturi od 120°C tokom 2 sata. 20 g dobivenog adsor-
bensa stavi se u kolonu promjera 20 mm i visine 800 mm koja je snabdje-
vena sinter plo¢icom i ventilom za regulaciju protoka (5ml/min).

Uzorak nafte (30 g) otopi se u 50 ml CHCIl, i stavi na vrh kolone. Ne-
utralno-bazna frakcija se eluira s 300 ml CHCI,, fenolno-laktamske kompo-
nente s 200 ml CHCl; — metanol (1:1), a frakcija slobodnih karboksilnih
kiselina se eluira s 200 ml 20% HCOOH u kloroformu.

Slika 1 — Postupak ekstrakcije naftnog materijala iz uzorka onecidcenog tla i
njegova daljnja separacija u svrhu odredivanja kiselih komponenata.

Figure 1 — Method of extraction of the petroleum material gained from poluted
soil samples and its further separation in purpose 1o determinate
the samples of extracted petroleum and of original soil samples.
acid components.

VLAZNO NAFTOM ONECISCENO TLO
WET SOIL POLUTED BY PETROLEUM
!

Susenje
' L
VODA SUHO NAFTOM ONECISCENO TLO
WATER DRY SOIL POLUTED BY PETROLEUM
'
Mljevenje
Grinding

!
SUHO NAFTOM ONECISCENO TLO
GRANULIRANO NA VELICINU
GESTICA OD 0,0 — 0,09 mm
DRY SOIL POLUTED GRANULA —
TED TO GRAIN SIZE 0,0 — 0,09 mm

3
Ekstrakcija s CHCl; u Soxlettu-u
Extraction with CHCl, in Soxlett

! !
NAFTA SUHO CISTO TLO
PETROLEUM : DRY CLEAM SOIL

:
Reaktivna tekuéinska kromatografija
na adsorbensu SiO, KOH
Reactive liquid chromatography on
adsorbent SiO,/KOH

i 3
CHCl, CHC13+Cﬁ3OH ¢1:1) CHC13+HCOOH 4:1)
1 ! !
NEUTRALNO-BAZNA FENOLNO-LAKTAMSKA FRAKCIJA SLOBODNIH
FRAKCIJA FRAKCIJA KARBOKSILNIH KISELINA
NEUTRAL-BASIC PHENOLIC-LACTANIC FRACTION OF FREHR
FRACTION FRACTION CARBOXYLIC ACIDS
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Infracrvena spektrometrija

IR spektri snimljeni su na instrumentu Perkin Elmer model 277 u po-
druc¢ju od 4000 do 625 cm-1. Spektri su nadinjeni za otopine nepoznatih
koncentracija u CCL,; u NaCl delijama $irine 0,2 mm uz kompenzaciju ota-
pala.

REZULTATI I DISKUSIJA

U Gradevinskom institutu Zagreb razradena je metoda (5—9) za kva-
ntitativno odredivanje i kvalitativnu analizu kiselih komponenata nafte ili
naftnih derivata. Prema toj metodi naftu ili neki derivat nafte mogude je
separirati u tri frakcije:

neutralno-baznu frakciju, fenolno-laktamsku frakciju i frakciju slobodnil
karboksilnih kiselina reaktivnom tekuéinskom kromatografijom na adsor-
bensu SiO,/KOH (drugi dio sheme na slici 1). Navedene komponente mo-
guce je odrediti u Cistim uzorcima nafte ili naftnih derivata, no ukoliko to
nije slucaj potrebno je iz izvornog uzorka na neki nadin odvojiti &istu
naftu ili naftni derivat.

Proces odvajanja Ciste nafte ili naftnog derivata ovisi o prirodi izvor-
nog uzorka, a takoder o prirodi nafte u tom uzorku. Iz tog razloga potre-
bno je u potpunosti poznavati originalni uzorak da bi se moglo razraditi
adekvatan proces odvajanja nafte u kojoj se nakon toga mogu odrediti slo-
bodne karboksilne kiseline i fenolno-laktamske komponente(5-9).

U uzrocima naftom oneciSéenog tla odreden je udio vode s tim da su
srednje vrijednosti rezultata od dva usporedna odredivanja nadinjena za
svaki od uzoraka prikazane u tablici 1.

Tabela 1 — Rezultati odredivanja vlage u uzorku naftom oneliséenog tla
Table 1 — Results of moisture content determination in soil sample poluted by
petroleum

UZORAK BR. 1 UZORAK BR. 2
SAMPLE No. 1 SAMPLE No. 2
¢ uzorka g vode % vode g uzorka g vode % vode
g of sam- g of mois- % of mois- g of sam- g of mois- % of mois-
ple ture ture ple ture - ture
600 95,64 15,94 600 101,64 16,95

Suhi uzorci oneciSéenog tla su samljeveni na veli¢inu &estica od 0,0 do
0,09 mm te povrgnuti ekstrakciji kloroformom u aparatu po Soxlettu kroz
48 sati. Srednje vrijednosti od dva usporedna odredivanja sadriaju nafte
u oba ispitana uzorka prikazane su u tablici 2,
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Specifiéna tezina ekstrahiranog naftnog materijala iz uzorka br. 1 iz
nosi 0,816 g/cm3, a iz uzorka br. 2 0,822 g/cm3.

Postupkom separacije (opisanom u eksperimentalnom dijelu) u uzor-
cima ekstrahirane nafte odredeni su kvantitativni udjeli slabih kiselina fe-
nolno-laktamskog tipa i slobodnih karboksilnih kiselina. Rezultati tog od-
redivanja prikazani su u tablici 3.

Navedeni rezultati su srednje vrijednosti od dva usporedna mjerenja
nalinjena za svaki od uzoraka.

Za frakcije slobodnih karboksilnih kiselina i fenolno-laktamske frakcije
separirane iz uzoraka nafte (uzorak 1 1 2) naéinjeni su IR spektri (slike 2
i 3). Potrebno je spomenuti da nema kvalitativne razlike medu spektrima
odgovarajud¢ih frakcija odvojenih iz dva uzorka nafte te ée iz tog razloga
biti komentirani samo po jedan IR spektar od frakcije slobodnih karbo-
Lsilnih kiselina i fenolno-laktamske frakcije.

Prema IR spektru na slici 2 moZe se ustanoviti da je frakcija slobod-
nih karboksilnih kiselina stvarno frakcija koja sadrzi pretezno —COOH
grupu i to prema karakteristiénim apsorpcijama u podru¢ju od 2800 do
2500 cm-1 $to je karakteristi¢no za slobodne karboksilne kiseline asocirane
u dimere(®a) i polimere preko vodikovih mostova. Naime, ove apsorpcije
karakteristi¢nog i poznatog oblika uzrokovane su vibracijama rastezanja ve-
za —OH skupine koja partipicira u vodikovim vezama.

Daljnja potvrda da se stvarno radi o slobodnim karboksilnim kiselinama
je apsorpcija u podru¢ju 1800 — 1650 cm-1 $to je takoder karakteristi¢na
apsorpcija za slobodne karboksilne kiseline a posljedica je vibracija ra-
stezanja C = O veze u funkcionalnoj grupi —COOH("b).

Ostale apsorpcije uglavnom govore o ugljikovodi¢nom skeletu na ko-
jem je vezana —COOH grupa. Tako izrazito jaka apsorpcija u podruéju od
1650 do 1500 cm-1 govori o jakoj aromati¢nosti kiselina. Naime ta apsorp-
cija je izazvana vibracijama aromatskog skeleta u ravnini C = C veze(0c).
Apsorpcije locirane izmedu 3000 i 2800 cm-1i 1480 i 1320 cm-1 karakteristi-
&ne su za zasi¢ene supstituente na aromatu ili pak za &iste ravnolan¢ane stru-
kture na koje je vezana —COOH grupa. Osnovni zakljuéak o kemijskoj
strukturi frakcije slobodnih karboksilnih kiselina prema IR spektru bio
bi da se frakcija satoji od slobodnih karboksilnih kiselina izrazito aromat-
skog tipa s mogucim ravnolanéanim supstituentima na osnovnom aromat-
skom sistemu. Takoder je moguca prisutnost ravnolan¢anih slobodnih kar-
boksilnih kiselina.

Osim opisanih sastojaka postoji i moguénost prisutnosti anhidrida di-
karbonskih kiselina. Posljednja tvrdnja bazira se na relativno slabo izra-
#enim apsorpcijama lociranim na 1760 i 1730 cm-1 $to prema nekim auto-
rima mozemo uzeti kao dokaz prisutnosti anhidrida dikarboksilnih kiseli-
na(1? 12)'

IR spektar (slika 3) frakcija slabih kiselina fenolno-laktamskog tipa po-
kazuje karakteristiCne apsorpcije za —OH i NH skupine (3700 — 3100 cm-1)
prisutne u vodikovim vezama (0d). Uz to pokazuje i izrazitu apsorpciju od
1800 do 1700 cm-1 preklopljenu s apsorpcijom od 1700 do 1500 cm-1. Ta ap-
sorpcija predstavlja medusobno preklopljene aromatiéne apsorpcije(®c) 1
vierojatno apsorpcije laktamskih karbonila (©c’ ¥).
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Nadalje, apsorpcije predstavljene s dvije izrazite vrpce na 1340 i 1400
cm-1 mogu se uzeti kao tipi¢ne za frakciju slabih kiselina fenolno-laktam-
skog tipa separiranih iz nafte ili frakcije nafte(5).

Osnovni zaklju¢ak o kemijskoj strukturi fenolno-laktamske frakcije
prema IR spektru bio bi da su prevladavajuée funkcionalne grupe u toj
frakciji —OH i —NH s time da su vezane ili uklopljene u aromatski sis-
tem. Aromatski sistem pretpostavlja se da sadrzi ravnolancane supstituente
za $to nam govore apsorpcije u IR spektru locirane izmedu 3000 i 2800 cm-1
te apsorpcije na 1480 i 1370 cm-1.

Iz rezultata prikazanih u tablici 3 izracunati su udjeli slobodnih karbo-
ksilnih kiselina i fenolno-laktamskih komponenata u suhom i izvornom, na-
ftom oneti¢enom uzorku, a izraZeni su kao ukupni sadrzaj kiselih kompo-
nenata u gramima na kilogram suhog ili izvornog uzorka tla:

Uzorak br. 1 sadrzi 0,8193 g kiselih komponenata na 1 kilogram suhog
tla.

Uzorak br. 1 sadrzi 0,6887 g kiselih komponenata na 1 kilogram izvor-
nog tla.

Uzorak br. 2 sadrzi 0,0030 g kiselih komponenata na 1 kilogram suhog
tla.

Uzorak br. 2 sadrzi 0,0025 g kiselih komponenata na 1 kilogram izvor-
nog tla.

Dobiveni rezultati mogu se objasniti prosje¢nom dubinom na kojoj su
uzorkovani uzorci. Uzorak br. 1 koji je uzet s dubine od 0 — 30 cm sadrZi
0,6887 g kiselih komponenata na 1 kilogram izvornog tla, dok uzorak br. 2
uzet s dubine od 180 do 200 cm sadrzi 0,0025 g kiselih komponenata na 1
kilogram izvornog tla.

Problem razgradnje zagadenog tla i potrebnim vremenom za njegovu ra-
zgradnju bavilo se vide autora (2’4), pa je to tako razradena bioloska me-
todologija za ubrzanje obnove tla zagadenog naftom(?).

Ubrzanje bakterijske razgradnje nafte i njenih ostataka u tlu postiZe se
poveéanom aeracijom tla. Dakle, potrebno je uzgajati takve kulture koje
imaju razgranat korijenov sistem i proizvode mnogo zelene mase. Najbolje
se u te svrhe pokazala lucerna kojom se dodaje potrebni N mikroflori tla
a koja koristi ugljikovodi¢ne spojeve i ubrzava povecanje postotka §tapida-
stih Gram negativnih bakterija. Pored toga, lucerna poniStava stimulaciju
sulfatne redukcije i denitrifikaciju za koje znamo da nepovoljno djeluje na
mikrobiolodku ravnotezu tla.

ZAKLJUCAK

Ispitivana su dva uzorka tla onefiS¢ena naftom uzorkovana na poljopri-
vrednim povriinama PIK Vinkovci. Uzorak br. 1 uzorkovan je na prosjecnoj
dubini 0 — 30 cm, a uzorak br. 2 na prosjecnoj dubini 180 — 200 cm.
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U uzorcima naftom oneéiséenog tla odreden je udio vode i ustanovlje-
no je da kod uzorka br. 1 udio vode iznosi 1594%, a kod uzorka br. 2
16,94%.

U uzorcima naftom oneti$éenog tla odreden je udio nafte koji iznosi
kod uzorka br. 1 13,86%, a kod uzorka br. 2 0,058%.

U ekstrakcijom dobivenim uzorcima nafte odredene su slobodne kar-
boksilne kiseline i fenolno-laktamske komponente. Udjeli slobodnih karbo-
ksilnih kiselina i fenolno-laktamskih komponenata u naftom onecis¢enom u-
sorku izrareni su kao ukupan sadrZaj kiselih komponenata u gramima na
kilogramu uzorka tla. Nadeno je da uzorak br. 1 uzet s dubine 0 — 30 cm
sadrzi 0,6887 g kiselih komponenata na kilogram izvornog tla, dok uzorak
br. 2 uzet s dubine 180 — 200 cm sadrzi 0,0025 g kiselih komponenata na
kilogram izvornog tla.

SUMMARY

Two samples of soil that has been poluted by petroleum were taken
out of agriculture area PIK Vinkovci and examined. Sample No. 1 was
taken from the depht of 0 — 30 cm and sample No 2 from the depth 180
-— 200 cm.

In samples poluted by petroleum moisture content was determined and
it was found out that sample No. 1 contained 15,94% and sample No. 2
16,94% moisture.

N

in the examined samples petroleum content was determined and it part
sample No. 1 was 13,86% and in sample No. 2 0,058%.

In petroleum that was separated from the samples by method of extra-
ction free carboxylic acids and phenolic-lactamic type components were
determined. Parts of free carboxylic acids and phenolic-lactamic components
in soil samples poluted by petroleum were expressed as total content of
acid components in gr’kg of original soil somple. It has been found that
sample No. 1 (taken from the depth of 0 — 30 cm) contained 0,6887 g acid
components per kg of the original soil sample, and sample No. 2 (taken from
the depht 180 — 200 cm) contained 0,0025 acid components per kg of the
original soil sample.

Bacterial decomposition of petroleum and its residue in poluted soil is
grained by increased soil aeration.

Tor that reason coltures that have spread root’s system that produce
mu-h green should bee grown.
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