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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb fitoremediacji gleb z produktéw ropopochodnych metodg
»iN Situ”, wspomaganej jednoczesnie biopreparatem bakteryjnym i grzybowym.

Jednym z najwazniejszych odnawialnych bogactw naturalnych Ziemi i podstawg funkcjonowa-
nia wszystkich istniejacych na niej ekosystemoéw ladowych sg gleby. Bedac zewnetrzng, powierzch-
niowa warstwa litosfery sg one w najwiekszym stopniu narazone na degradacje w wyniku gospodar-
czej dziatalnosci cztowieka. Powodem takiego stanu rzeczy jest intensyfikacja rolnictwa i przemystu.
Zanieczyszczenia kumulujgc sie w glebach stanowig aktualne oraz potencjalne zagrozenie, nie tylko
dla ekosystemow ladowych, ale réwniez dla wod powierzchniowych, gruntowych i podziemnych oraz
dla zdrowia i zycia cztowieka. Najwiekszy udziat wsrdd zanieczyszczen gleb i wod gruntowych stano-
wig substancje ropopochodne. Wraz z rosngcym skazeniem tych srodowisk zasadnym staje sie po-
szukiwanie jak najbardziej efektywnych metod ich usuwania (unieszkodliwiania). Wysoki stopien akce-
ptacji spotecznej majg metody biologiczne, wykorzystujace zaréwno rosliny, jak réwniez ré6znego ro-
dzaju mikroorganizmy glebowe. Prawidtowy rozwdj roslin na terenach zanieczyszczonych, wymaga
wytworzenia przez nie odpowiednich mechanizméw ochronnych, w ktérych specyficzng role odgrywa-
ja grzyby mikoryzowe. Zaleznos¢ ta jest bardzo istotna w procesach fitoremediacji gruntéw, ktére ze
wzgledu na tatwe wdrozenie i stosunkowo niskie naktady stanowig alternatywe dla tradycyjnych pro-
cesow rekultywacji zanieczyszczonych gruntéw.

Dotychczas rola mikoryzy w fitoremediacji skupiata sie gtéwnie na podniesieniu tolerancji roslin
na skazenie gleby metalami ciezkimi oraz utrzymaniu wegetacji na terenach zanieczyszczonych w celu
ich ochrony przed dalszg erozjg. Powszechne wystepowanie mikoryz, ich kluczowa rola zwigzana
z odpornoscig roslin na stres oraz ich dominujacy wptyw na interakcje zachodzace w ryzosferze skia-
niajg do wykorzystania grzybéw mikoryzowych w procesach degradacji zanieczyszczen organicznych
podczas fitoremediacji. Sposéb fitoremediacji gleb z produktéw ropopochodnych metodg ,in situ”,
wspomaganej biopreparatem bakteryjnym i grzybowym, charakteryzuje sie tym, ze jako preparat bak-
teryjny stosuje sie autochtoniczne bakterie pobrane z prébek gruntu przeznaczonego do oczyszczania,
Z ktérych izoluje sie dominujgce szczepy, 0 najwyzszej zdolnosci do rozktadu weglowodoréw, a jedno-
czesnie nie wykazujace antagonizmu pomiedzy sobg, namnaza sie je na podtozu minimalnym z dodat-
kiem 1% weglowodoréw jako jedynego zrodta wegla i wprowadza do zanieczyszczonego gruntu w ilosci
minimalnej, co najmniej 10 komérek/kg suchej masy oczyszczanego gruntu. Réwnolegle wprowadza
sie biopreparat grzybowy, ktéry stanowig zywe. nie porazone przez patogeny spory grzybéw mikoryzo-
wych wyizolowane z zanieczyszczonego gruntu przeznaczonego do oczyszczania. Spory grzybéw mi-
koryzowych korzystnie w formie inokulum, wprowadza sie do gruntu przeznaczonego do oczyszczania
w ilosci minimalnej 10° spor/kg gruntu przeznaczonego do oczyszczania. Po wprowadzeniu bioprepa-
ratdw teren przeznaczony do oczyszczania obsiewa sie wytypowanymi (w badaniach laboratoryjnych)
roslinami odpornymi na zanieczyszczenia znajdujgce sie w oczyszczanym gruncie. Zarbwno namno-
zone bakterie, jak i spory grzybow, wprowadza sie do gruntu poprzez jego zraszanie.

Spos6b wedtug wynalazku polega na tym, ze wprowadza sie do oczyszczanego gruntu bio-
preparat grzybowy oraz bakteryjny, a takze obsiewa sie rekultywowany teren wybranymi roslinami.

. Biopreparat grzybowy stanowig zywe, nie porazone przez patogeny spory grzybow mikoryzo-
wych wyizolowane z zanieczyszczonego gruntu przeznaczonego do oczyszczania. Spory grzybow mi-
koryzowych korzystnie w formie inokulum, wprowadza sie do gruntu przeznaczonego do oczyszczania
w ilosci minimalnej 10° spor/kg gruntu przeznaczonego do oczyszczania. Réwnolegle obsiewa sie re-
kutywowany teren roslinami (wytypowanymi wczesniej podczas badan laboratoryjnych) odpornymi na
zanieczyszczenia znajdujgce sie w rekultywowanym gruncie.

. Jako preparat bakteryjny stosuje sie autochtoniczne bakterie pobrane z prébek gruntu przezna-
czonego do oczyszczania, z ktorych izoluje sie dominujace, 0 najwyzszej zdolnosci do rozktadu we-
glowodoréw, a jednoczesnie nie wykazujgce antagonizmu pomiedzy sobg, namnaza sie i wprowadza
do zanieczyszczonego gruntu w ilosci minimalnej co najmniej 10™ komérek/kg suchej masy oczysz-
czanego gruntu.

. Réwnolegle obsiewa sie rekultywowany teren roslinami (wytypowanymi wczesniej podczas ba-
dan laboratoryjnych) odpornymi na zanieczyszczenia znajdujace sie w rekultywowanym gruncie.

Wynalazek pozwala na jeszcze bardziej efektywny sposéb remediacji zanieczyszczen organicz-
nych z gruntéw. Znane sg bardzo liczne sposoby biodegradacji zanieczyszczen organicznych. Szyb-
kos¢ przebiegu tych procesow zalezy przede wszystkim od czynnikéw fizyko-chemicznych, biologicz-
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nych oraz srodowiskowych. Istnieje tysigce opiséw patentowych dotyczacych sposobéw mikrobiolo-
gicznego rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych. Najwiekszg ich wadg jest ograniczony zakres
stosowania, powolny rozktad zanieczyszczen trwajacy od 2-5 lat, niski procent usuniecia wielopier-
scieniowych weglowodoréw aromatycznych, a zwtaszcza tych z 4, 5i 6 pierscieniami w czasteczce.
Z kolei najwiekszg bariere w procesach fitoremediacji stanowi wytworzenie odpowiedniej pokrywy
roslinnej na terenach silnie zanieczyszczonych i zdegradowanych. Prawidtowy rozwdj roslin na tere-
nach zanieczyszczonych wymaga zatem wytworzenia odpowiednich systeméw ochronnych przez rosli-
ny. Jednym z takich systeméw moze byé symbioza roslin z grzybami mikoryzowymi, w ktorej wytwo-
rzona sie¢ powigzan pomiedzy rosling i grzybem pozwala na zwiekszenie efektywnosci pobierania wody,
azotu, fosforu, mikro- i makroelementéw. Wszystko to sprawia, ze mikoryzowane rosliny wykazujg
mniejszg podatnos¢ na stres zwigzany z zanieczyszczeniem srodowiska, co istotnie zwieksza szanse
ich przezycia na obszarach skazonych.

Zaletg fitoremediacji wspomaganej biopreparatem grzybowym i bakteryjnym uzyskanym z rodzi-
mych mikroorganizmdow jest przyspieszenie biodegradacji zanieczyszczeh organicznych przez mikro-
organizmy ryzosferowe bez okresu dodatkowej ich adaptacji. Dodatkowo dzieki wprowadzeniu grzy-
béw mikoryzowych mozliwe jest prawidtowe wyksztatcenie pokrywy roslinnej na terenach zanieczysz-
czonych oraz obnizenie stresu roslin zwigzanego z brakiem dostepnosci niektérych sktadnikéw po-
karmowych, wody, jak réwniez z samym skazeniem. Duza r6znorodno$¢ mikroorganizmow ryzosfero-
wych i szeroki wachlarz enzymatyczny jaki posiadaja, zapewnia rozktad nawet najbardziej skompliko-
wanych i mato podatnych na biodegradacije zanieczyszczen.

Najwiekszg zaletg stosowania inokulum w postaci zarodnikéw sg ich niewielkie wymiary, dzieki
czemu takie inokulum mozna wprowadza¢ do podtozy w formie roztworu podawanego przez linie kro-
plujgce lub za pomoca opryskiwaczy, podobnie w przypadku biopreparatu bakteryjnego. Dodatkowo
W razie potrzeby mozna przy uzyciu tej samej instalacji wprowadzi¢ substancje nawozowe.

Obsadzenie terenu roslinami (z dodatkiem biopreparatéw) nie tylko wspomaga proces biodegra-
dacji zanieczyszczen, przyczynia sie do ochrony rekultywowanego terenu przed dalszg erozjg jak réw-
niez posiada estetyczne walory krajobrazowe.

Wynalazek objasnia przykfad:

Przyktad

Z gruntu pochodzacego z rafinerii zanieczyszczonego produktami naftowymi pobrano do badan
laboratoryjnych 1000 g probki.

Dla poréwnania skutecznosci w usuwaniu zanieczyszczen ropopochodnych zastosowano bio-
preparat bakteryjny oraz grzybowy.

Biopreparat bakteryjny uzyskano w nastepujacy sposob:

10 graméw oczyszczanego gruntu wprowadzono do sterylnej soli fizjologicznej (90 cm?®) i tak
powstatg zawiesine wytrzasano przez 72 godziny w temp. 20"C; po sedymentacji pobrano 10 cm?® cieczy
nadosadowej, ktérg wprowadzono do kolby ze sterylnym podtozem YS z dodatkiem 1% produktéw
naftowych i inkubowano przez 72 godziny w temp. 20°C. Z uzyskanej zawiesiny wykonano posiew
metodg powierzchniowg na podtoze state YS (z dodatkiem produktéw naftowych); ptytki Petriego
inkubowano w temp. 20°C przez 72 godziny; sposrdod wyrostych kolonii wybrano 10 dominujacych,
z ktérych wyizolowano czyste kultury metoda wielokrotnego pasazowania.

Wykorzystujac metode testowania, wybrano szczepy najbardziej aktywne w stosunku do pro-
duktéw naftowych i sprawdzono oddziatywania antagonistyczne pomiedzy nimi. Po 72 godzinach inku-
bacji sptukano skosy agarowe solg fizjologiczng; uzyskane w ten sposéb roztwory wymieszano i okre-
$lono ogdlng liczebnos$é komoérek bakterii w 1 cm® uzyskanej zawiesiny, traktowanej jako biopreparat
bakteryjny. Liczba komérek bakterii w biopreparacie wynosita 6-10° komérek/1 cm® zawiesiny. Do od-
powiednich préb wprowadzono 50 cm® biopreparatu/kg gleby.

Biopreparat grzybowy sporzadzono z spor grzybéw mikoryzowych wyizolowanych z gleb za-
nieczyszczonych produktami naftowymi. Probka 100 cm?® biopreparatu zawierata 10° spor. Réwnolegle,
w badaniach laboratoryjnych wytypowano rosliny najbardziej odporne na zanieczyszczenia znajdujgce
sie w oczyszczanym gruncie i sprawdzono mozliwosé wytworzenia mikoryzy pomiedzy nimi a wyizo-
lowanymi sporami grzybéw arbuskularnych. Do odpowiednich préb wprowadzono 50 cm® zawiesiny
biopreparatu/kg gleby.
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Schemat prowadzenia badan z wykorzystaniem biopreparatu bakteryjnego i grzybowego
przedstawiono ponizej:
. Gleba,
. Gleba + biopreparat bakteryjny,
. Gleba + biopreparat grzybowy,

. Gleba + roslina,
. Gleba + roslina + biopreparat bakteryjny,
. Gleba + roslina + biopreparat grzybowy.

Proces remediacji prowadzono w warunkach polowych przez 12 tygodni. Wykazano, ze sym-
bioza grzybéw mikoryzowych z roslinami jednolisciennymi powoduje zwiekszenie efektywnosci usu-
wania weglowodoroéw 2-pierscieniowych o ok. 39%, 3-pierscieniowych o ok. 41%, 4-pierscieniowych
0 ok. 44%, 5-pierscieniowych o ok. 39% i 6-pierscieniowych o ok. 32% - w poréwnaniu z prébkami,
w ktorych zastosowano same rosliny. W prébkach gleb, w ktérych wykorzystano rosliny z bioprepara-
tem grzybowym, wydajnos$¢ usuwania weglowodoréw 3-, 4-, 5- i 6-pierscieniowych byla przecietnie
0 15% wieksza, anizeli w prébkach, w ktérych zastosowano rosliny wspomagane biopreparatem bak-
teryjnym. Do najtrudniej usuwanych zanieczyszczen nalezaly frakcje ciezkie. Wprowadzenie rosliny
jednolisciennej oraz biopreparatu grzybowego podniosto efektywnos$é tego procesu ok. 15 krotnie w od-
niesieniu do prébki kontrolnej i prawie 4 krotnie w poréwnaniu z prébka, w ktérej uzyto samej rosliny.

Wykazano, ze w glebie skazonej weglowodorami samoistna kolonizacja grzybami mikoryzowymi
podtoza zanieczyszczonego wysokimi stezeniami weglowodoréw jest procesem diugotrwatym. Czas ten
mozna skréci¢ przez wprowadzenie propagul grzybéw mikoryzowych w formie inokulum. Kolonizacja
korzeni roslin przez grzyby arbuskularne korzystnie wptyneta na ich wzrost i rozwéj korzeni. Na pod-
stawie analiz mikroskopowych stwierdzono $rednio o ok. 40% wyzszy wskaznik infekcji mikoryzalnej
korzeni roslin, do ktérych wprowadzono biopreparat grzybowy w poréwnaniu z probkami bez niego.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb fitoremediacji gleb z produktéw ropopochodnych metodg ,in situ”, wspomaganej bio-
preparatem bakteryjnym i grzybowym, znamienny tym, ze jako preparat bakteryjny stosuje sie auto-
chtoniczne bakterie pobrane z prébek gruntu przeznaczonego do oczyszczania, z ktorych izoluje sie
dominujace, o najwyzszej zdolnosci do rozkladu weglowodoréw, a jednoczesnie nie wykazujgce anta-
gonizmu pomiedzy sobg, hamnaza sie je na podtozu minimalnym z dodatkiem 1% weglowodoréw jako
jedynego zrédta wegla i wprowadza do zanieczyszczonego gruntu w ilosci minimalnej, co najmniej
10™ komoérek/kg suchej masy oczyszczanego gruntu, przy czym biopreparat grzybowy stanowig spory
grzybéw mikoryzowych.

2. Sposob fitoremediacji zastrz. 1, znamienny tym, ze namnozone bakterie wprowadza sie do
gruntu poprzez jego zraszanie.

3. Sposobb fitoremediacji wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze po wprowadzeniu bakterii obsie-
wa sie rekultywowany teren roslinami, wytypowanymi wczesniej podczas badan laboratoryjnych, od-
pornymi na zanieczyszczenia znajdujace sie w rekultywowanym gruncie.

4. Sposo6b fitoremediacji weditug zastrz. 1, znamienny tym, ze biopreparat grzybowy stanowig
Zywe, nie porazone przez patogeny spory grzybéw mikoryzowych, wyizolowane z zanieczyszczonego
gruntu przeznaczonego do oczyszczania.

5. Sposéb fitoremediacji wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze spory grzybow mikoryzowych ko-
rzystnie w formie inokulum, wprowadza sie do gruntu przeznaczonego do oczyszczania w ilosci mini-
malnej 10° spor/kg gruntu przeznaczonego do oczyszczania.

6. Sposéb fitoremediacji zastrz. 1, znamienny tym, ze spory grzybéw wprowadza sie do gruntu
poprzez jego zraszanie.
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