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USUWANIE METALI CIEZKICH Z GLEBY ZANIECZYSZCZONEJ
ODPADAMI POPRODUKCYIJNYMI POCHODZACYMI Z HUT
PRZY ZASTOSOWANIU MIKROORGANIZMOW | ROSLIN

Streszczenie. W prezentowanej pracy podjeto prébe bioremediacji gleby przy
wykorzystaniu gatunkéw roslin potencjalnie zdolnych do akumulacji metali ciezkich oraz
czterech wybranych szczepdéw bakterii, uprzednio wyizolowanych ze $rodowisk
zanieczyszczonych zwigzkami metali ciezkich, opornych na wysokie stezenia cynku i otowiu
Wykazano, iz najwiekszy ubytek metali ciezkich ma miejsce w glebie, na kt6rej uprawiano
zyto z dodatkiem uprzednio wyodrebnionych szczepow bakterii. Stwierdzono réwniez, iz
dodanie na poczatku eksperymentu testowanych szczep6w bakterii miato korzystny wptyw na
rozwo6j mikroflory glebowej oraz stymulowato akumulacje metali ciezkich przez rosliny.

MICROBIAL AND PLANT ACTION ON HEAVY METALS REMOVAL
FROM SOIL CONTAMINATED BY POST FLOTATION TAILINGS FROM
METAL WORKS

Summary. In presented work the combined plants and bacterial bioremediation was
applied. Four bacterial strains with known resistance to high concentrations of zinc and lead
and four species of plants had been planted together in soil contaminated by heavy metals.
The most significant heavy metals uptake after four months of experiment was observed in
soil, where Secale cereale was grown together with bacterial strains. It was found, that
applying selected bacterial strains inoculation at the start of the experiment had positive effect
on microflora development and heavy metals accumulation by plants.

WPROWADZENIE

Zanieczyszczenie gleby odpadami przemystowymi stanowi istotny problem ekologiczny
naszego wieku. Szczego6lnie ucigzliwe dla $rodowiska naturalnego sg odpady poprodukcyjne
pochodzgce z hut, zawierajace metale ciezkie, zwtaszcza cynk, otéw czy kadm, w iloSciach
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przekraczajacych dopuszczalne normy. Skladowanie odpaddéw hutniczych przez wiele lat
wokot zaktadow przemystowych przyczynito sie do znacznego zagrozenia dla ludnosci.

Metale ciezkie oddziatujg szkodliwie nie tylko na organizmy zywe, lecz rowniez hamujg
aktywnos$¢ drobnoustrojow biorgcych udziat w rozktadzie ksenobiotykéw organicznych, co
ma znaczacy wptyw na przebieg procesow bioremediacji [3],

Czesto stosowanymi, aczkolwiek kosztownymi sposobami oczyszczania skazonych gleb
sg metody fizykochemiczne. Alternatywa sg metody biotechnologiczne, w tym réwniez
techniki z wykorzystaniem roslin lub drobnoustrojéw.

Metody bioremediacji gleby oparte na uzyciu aktywnych szczepow bakteryjnych lub
grzybowych przeprowadzajacych mineralizacje ksenobiotycznych substancji organicznych, a
takze zdolnych do usuwania metali ciezkich z gleby, sa obecnie coraz czesciej stosowane
[5,7].

W ostatnich latach pojawily sie doniesienia literaturowe dotyczace stosowania
réwnolegle dwoch technik bioremediacji, polegajacej na zastosowaniu bakterii oraz roslin w
celu usuniecia metali ciezkich ze skazonych gleb [1],

W pracy podjeto probe zastosowania taczonej techniki bioremediacji przy zastosowaniu
roslin wyzszych oraz wybranych szczepéw bakterii opornych na wysokie stezenia cynku i
ofowiu.

MATERIALY | METODY

Na terenie Huty Metali Niezelaznych ,Szopienice” w Katowicach wydzielono poletko
doswiadczalne, ktére obsiano 4 gatunkami roslin. Jednoczes$nie wprowadzano do gleby 4
szczepy bakteryjne o znanej opornosci na metale ciezkie Prébki do badahn pobrano w
pierwszym dniu doswiadczen oraz po 4 miesigcach inkubacji w warunkach naturalnych.
Wysiano rosliny w nastepujacych uktadach:

1) stonecznik (Helianthus annus) bez dodatku wybranych szczepéw bakterii

2) stonecznik (Helianthus annus) z dodatkiem wybranych szczepdéw bakterii

3) tubin (Lupinus luteus) bez dodatku wybranych szczepdéw bakterii

4) tubin (Lupinus luteus) z dodatkiem wybranych szczepdéw bakterii

5) zyto (Secale cereale) bez dodatku wybranych szczepéw bakterii

6) zyto (Secale cereale) z dodatkiem wybranych szczepdéw bakterii

7) kukurydza (Zea mays) bez dodatku wybranych szczepéw bakterii

8) kukurydza (Zea mays) z dodatkiem wybranych szczepéw bakterii

Ponadto jako uktady odniesienia zastosowano:

9) poletko, na ktérym nie wysiano roslin ani testowanych szczep6w bakterii.

10) poletko, na ktérym nie wysiano roslin, lecz dodano testowane szczepy bakterii.
Podstawowe witasciwosci fizykochemiczne, gleby na ktérej przeprowadzono eksperymenty:
pH(H2)=7,4; C catkowity - 8700 mg C/kg; azot calkowity - 1237 mg N/kg; fosfor
catkowity - 327 mg P/kg; pojemnos$¢ kompleksu sorpcyjnego - 82%.

Stosowane szczepy bakteryjne

W doswiadczeniu zastosowano cztery szczepy bakteryjne o znanej opornosci na stezenie
jonéw cynku i otowiu: Rhodococcus equi IM 6KB3, Rhodococcus equi IM 62F5 oraz szczep
IM 6116 i szczep IM 6120. Wymienione szczepy bakteryjne wyodrebniono uprzednio z gleb
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi oraz metalami ciezkimi.
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Oznaczanie zawarto$ci metali ciezkich w glebie i ro$linach

Préby gleby do oznaczen pobrano przed wysianiem roslin i zaszczepieniem wybranymi
drobnoustrojami oraz po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym.

Pobrane préby mineralizowano w mieszaninie stezonych kwaséw: 155 M HNOs
i 105 M HCIO4 (1 : 4) (POCH Gliwice), w piecyku do mineralizacji MEDITHERM, przez
1h w temperaturze 100°C, a nastepnie przez 23 h w temperaturze 140°C. Catkowitg
zawartos¢ metali ciezkich w badanych prébach gleby oznaczano przy zastosowaniu
Absorpcyjnej Spektroskopii Atomowej na aparacie Spektra 300 (Varian). Wyniki podano w
mg metalu / g suchej masy gleby.

Rosliny pobrano po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym i mineralizowano oraz
oznaczano zawarto$¢ metali ciezkich analogicznie jak préby gleby. Wyniki podano w mg
metalu / g suchej masy roslin.

Oznaczanie og6linej liczby drobnoustrojow w glebie

Oznaczano 0go6lng liczbe drobnoustrojow w 1 g gleby metoda plytkowg. W tym celu
zastosowano podtoza:
1) uniwersalne o skfadzie (I'): 15 g bulion wzbogacony, 1,3 g ekstrakt drozdzowy; 5 g
glukoza; 2 g zelatyna, agar (2%),
2) ZT o sktadzie (I'D): 500 ml brzeczka (12° Big), 4 g ekstrakt drozdzowy, 4 g glukoza,
2,5 g/l agar.
Podtoza sterylizowano w 117°C w ciagu 30 min.
Probki gleb ekstrahowano przez 30 minut w soli fizjologicznej. Ekstrakt wysiewano z
odpowiednich rozcienczen na podioza ZT i uniwersalne. Wyroste kolonie liczono po 72-
godzinnej inkubacji w temperaturze 30°C.

WYNIKI | DYSKUSJA

Analiza mikrobiologiczna gleby zanieczyszczonej metalami ciezkimi

W czasie trwania eksperymentu oznaczano ogdlng liczbe drobnoustrojéw w 1 gramie
gleby. Stwierdzono, iz w pierwszym dniu doswiadczenia 1 x 104 bakterii, 1,1 x 104 grzybéw
strzepkowych wyrosto na podtozu uniwersalnym ($rednie z trzech powtérzen). Na podiozu

ZT wyliczono 1,7 x 104 grzybow strzepkowych (Srednie z trzech powtdérzen). Nie wykazano
obecnosci promieniowcéw.

Po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym ponownie oznaczono ilo$¢ drobnoustrojow w
1g gleby. Wyniki zamieszczono w tabelach nr 1i 2.
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Tabela 1
Liczba drobnoustrojéw* oznaczona na podfozu uniwersalnym
w 1g gleby po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym
Gleba zaszczepiona wybranymi Gleba bez dodatku wybranych
. szczepami bakterii szczepow bakterii
Rosliny
Bakterie Grzyby Promieniowce Bakterie Grzyby Promieniowce
strzepkowe strzepkowe
Stonecznik  8,77x105  1,2x105 5x105 3,7x105 3,Ix104 2x105
tubin 1,75x106 Ix10 4 Ix105 4x106 Ix105 3x105
Zyto 4,6x105 1,65xI05 2,5x105 1,76x106  9,5xI04 1,2x105
Kukurydza 3,3xl06 5,25xl04 5,36xI05 5,57xI06 3,15xI05 1,5x105
Kontrola 1,56x106 [,5x105 3,75x104 3,Ix106 5x103 2,65x104

Kontrola - gleba pochodzaca z miejsc nie obsianych roslinami
*$rednie z dwéch powtdrzen

Tabela 2
Liczba drobnoustrojéw* oznaczona na podtozu ZT
w 1g gleby po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym
Gleba zaszczepiona wybranymi Gleba bez dodatku wybranych
. szczepami bakterii szczepow bakterii
Rosliny
Bakterie Grzyby Promieniowce Bakterie Grzyby Promieniowce
strzepkowe strzepkowe
Stonecznik Ix104 5x104 0 4,25x104 Ix10 4 0
tubin 8,75x104 Ix103 0 2,18x105 Ix105 Ix10 4
Zyto 7x104 5x104 6x103 4x104 1,35x105 0
Kukurydza 8x104 8,4x104 0 2,86x105 6,5xl04 1,4x105
Kontrola 1,2x105 1,5x104 0 7x104 Ix10 4 0

Kontrola - gleba pochodzaca z miejsc nie obsianych ro$linami
*Srednie z dwoch powtoérzen

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono znaczny przyrost ogoélnej liczby
drobnoustrojow w glebie pobranej z miejsc wzrostu kukurydzy, aczkolwiek nie stwierdzono
znaczacej statystycznie roznicy w stosunku do liczby drobnoustrojow wystepujgcych w
glebie, do ktérej uprzednio wprowadzono testowane szczepy bakteryjne.

Po 4 miesigcach doswiadczenia liczba bakterii w prébach gleby pobranych z miejsca
wzrostu kukurydzy zaszczepionych dodatkowo wybranymi szczepami bakterii wynosita 3,3 x
10 6, natomiast w prébie kontrolnej 1,56 x 106. W probach gleby pochodzacych z miejsc
wzrostu kukurydzy bez dodatku wybranych szczepow bakteryjnych liczba bakterii wynosita
5,567 x 106, natomiast w kontroli 3,1 x 106.

Podobne wyniki otrzymano analizujgc liczbe grzybéw strzepkowych na podiozu ZT, w
prébach gleby pochodzacych z miejsc uprawy kukurydzy. W probie gleby pobranej z miejsca
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wzrostu kukurydzy z wybranymi szczepami bakteryjnymi stwierdzono 8,4 x 104 grzybéw
strzepkowych, natomiast w prébie kontrolnej 1,5 x 10 (tabela nr 2).

We wszystkich probach gleby w pierwszym dniu eksperymentu nie zaobserwowano
obecnosci promieniowcOw, natomiast po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym liczba
promieniowcoéw w prébach gleby pochodzacych z miejsc wzrostu kukurydzy z wybranymi
szczepami bakterii byta najwieksza i wynosita 5,36 x 106.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze chociaz nie nastgpit znaczacy przyrost liczby bakterii,
szczegOlnie w miejscach wzrostu roslin z testowanymi szczepami bakterii, zmienit sie sktad
jakosciowy mikroflory gleby i zaobserwowano obecno$¢ promieniowcow.

Qmeczanie zanarto&ei metali ciezkich wylebie

Analiza préb pobranych w pierwszym dniu doswiadczenia wykazata wysokie
zanieczyszczenie gleby metalami ciezkimi. W 1g suchej masy gleby stwierdzono: Pb-8 mg/g
suchej masy gleby, Zn-18 mg/g suchej masy gleby, Mn -3 mg/g suchej masy gleby,
Cd - 0,4 mg/g suchej masy gleby, Cu - 0,45 mg/g suchej masy gleby, Ni- 0,7 mg/g suchej
masy gleby [6],

Uzyskane wyniki wskazywaty na znaczne przekroczenie dopuszczalnych w Polsce norm,
ktére dla gleby ciezkiej w odniesieniu do 1 g gleby wynosza: 0,1 mg Pb, 0,3 mg Zn oraz
0,003 mg Cd.

Po 4-miesiecznym okresie wegetacyjnym zawarto$¢ metali ciezkich ulegta zmianie.
Otrzymane wyniki zamieszczono w tabeli nr 3.

Tabela 3
Zawarto$¢ metali ciezkich w glebie po 4 miesigcach wegetacji roslin.
Wyniki wyrazono w mg metalu / g suchej masy gleby

Zawarto$¢ metali w mg/g suchej masy gleby
Badany uktad

Zn Pb Mn Cd Cu Ni
Stonecznik + bakterie 151 55 17 0,3 03 0,4
Stonecznik 14,1 4.8 0,7 0,2 0,2 0,4
Kukurydza + bakterie 17,7 3,5* 11 0,2 0,2 0,4
Kukurydza 16,6 3,8* 2,8 0,3 0,3 0,7
Zyto + bakterie 7,9* 2,0* 35 0,2 0,2 0,7
Zyto 15,2 6,6 14 0,3 0,3 0,8
tubin + bakterie 18,0 6,9 13 0,3 0,3 0,8
tubin 15,4 6,2 1,8 0,4 0,4 0,6
Kontrola (obiekt nr 9) 18,0 7,8 25 0,4 0,45 0,5

W tabeli podano $rednie liczone z trzech pomiaréw.
* Réznice istotne statystycznie obliczane testem NIR w stosunku do kontroli (wartosci p w tekscie)

Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono w prébach gleby pobranych z miejsc
wzrostu stonecznika oraz zyta spadek ilosci cynku w stosunku do stanu wyjSciowego oraz w
stosunku do kontroli (uktad bez testowanych roslin i bakterii).



14 S. Fijatkowska, H.P. Schmauder, J. Dtugonski

Zaobserwowano, iz w przypadku prob gleby pochodzgcych z uprawy zyta, dodatkowo
zaszczepionych wybranymi szczepami bakterii, ilosS¢ Zn spadla o 56% w stosunku do poletka
kontrolnego, na ktérym nie uprawiano roslin (p<0,002). Nie byto natomiast statystycznie
istotnych réznic miedzy zawartoScig Zn w prébce kontrolnej i w prébce pobranej z miejsca
uprawy zyta bez bakterii.

Jednoczesnie przeprowadzona analiza zawartosci cynku w roslinach wykazata, iz ilos¢
cynku w zycie rosnacym na glebie bez dodatku wybranych szczepéw wynosita 8,43 mg
cynku / g suchej masy roslin, natomiast ilo§¢ cynku w zycie uprawianym na glebie z
dodatkiem wybranych mikroorganizméw wynosita 14,28 mg cynku/g suchej masy roslin.

Otrzymane wyniki sg zbiezne z uzyskanymi przez de Souza [2], kt6éry stwierdzit, ze
dodanie do gleby drobnoustrojéw charakterystycznych dla ryzosfery Brassica juncea
spowodowato pieciokrotnie wiekszg akumulacje selenu w strefie korzeniowej, w stosunku do
roslin uprawianych bez dodatku mikroorganizmow.

Analizy ilosciowe otowiu w badanych probach wykazaly spadek zawartosci otowiu w
glebie pobranej z miejsca wzrostu stonecznika, kukurydzy i zyta. Najwiekszy ubytek ilosci
otowiu wynoszacy 75% zaobserwowano w prébach gleby pobranych z miejsc wzrostu zyta
(p=10~6) zaszczepionych wybranymi szczepami bakterii, natomiast w prébach gleby
pobranych z miejsca, gdzie zyto uprawiano bez dodatku bakterii, nie zaobserwowano
statystycznie znamiennego spadku zawarto$ci metalu. Jednoczesnie przeprowadzona analiza
zawartosci otowiu w roslinach wykazata, iz ilos¢ otowiu zakumulowanego w zycie
hodowanym na glebie bez dodatku wybranych szczepéw wynosita 6,245 mg otowiu/g suchej
masy roslin, natomiast ilos¢ otowiu w zycie hodowanym na glebie z dodatkiem wybranych
mikroorganizmow wynosita 10,73 mg otowiu/g suchej masy roslin.

Obecnos$¢ bakterii w ryzosferze roslin moze wpltywaé znaczaco na zdolnosci do
pobierania z gleby metali ciezkich i ich akumulacji w roslinach [1,4], Drobnoustroje sa zdolne
do przeprowadzania nieprzyswajalnych form metali w formy przyswajalne, a tym samym
wplywajg na biodostepnos$¢ metali dla roslin.

Interesujace wyniki uzyskano z préb gleby pochodzacych z miejsc wzrostu kukurydzy.
Nie zaobserwowano znaczacej réznicy miedzy ubytkiem otowiu w prébach pobranych z
miejsc, w ktérych wprowadzano dodatkowo bakterie (p< 0,00001) i z miejsc, w ktérych nie
dodano bakterii (p<0,00006), aczkolwiek ubytek Pb w glebie w obu przypadkach by}
zZnaczacy statystycznie. Wykonana analiza zawartosci otowiu w kukurydzy potwierdzita, iz
dodatek do gleby wybranych szczepéw bakteryjnych w tym przypadku nie wptynat w istotny
spos6b na zdolno$¢ do akumulacji metali ciezkich przez kukurydze, gdyz ilo$¢ otowiu w
kukurydzy hodowanej na glebie bez dodatku wybranych szczepdw bakterii wynosita
1,96 mg otowiu/g suchej masy roslin, natomiast w kukuiydzy hodowanej na glebie z
dodatkiem wybranych szczepow bakterii wynosita 2,18 mg otowiu / g suchej masy roslin.

Opisany we wczes$niejszych pracach [1,4,5] pozytywny wplyw drobnoustrojow na
zdolnoéci rodlin do akumulacji metali ciezkich dzieki obnizaniu toksycznos$ci metali i
przeprowadzaniu nieprzyswajalnych form w formy przyswajalne stwierdzono w niniejszej
pracy. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano, iz najwiekszy ubytek metali
ciezkich w glebie zachodzit w przypadku uprawy zyta, przy czym zanotowano, iz ubytek
metali ciezkich w glebie, na ktérej rosto zyto z w obecnosci testowanych szczepow bakterii,
byt wiekszy w stosunku do ubytku ilosci metali zawartych w glebie bez uzytych szczepoéw
bakterii. Jednoczesnie analizy ilosci metali ciezkich w roslinach potwierdzity, iz w zycie
rosngcym na glebie inokulowanej dodatkowo testowanymi szczepami bakterii akumulacja
byta bardziej wydajna.
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WNIOSKI KONCOWE

Otrzymane wyniki wykazaty, iz bioremediacja przy zastosowaniu wybranych szczepow
bakteryjnych oraz gatunkéw roslin data pozytywne wyniki. Analiza zawartosci metali
ciezkich w roslinach potwierdzita, iz wybrane gatunki roslin sg zdolne do akumulacji metali
ciezkich z testowanej gleby zawierajgcej odpady hutnicze.
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Abstract

Environmental contamination by heavy metals has been very important ecological and
economical problem in the last few years. In Poland there are about 70 million tons of post
flotation tailings containing non-ferrous metals, such as lead, zinc, copper and cadmium.
Microbial bioremediation of heavy metals polluted soils, seems to be very useful, because of
its simplicity and effectiveness.

The heavy metals polluted soil in Non-ferrous Metal Works in Katowice on Silesia
region was planted with : Zea mays, Secale cereale, Lupinus luteus and Helianthus annus and
four bacterial strains with known resistance to high level contents of zinc and lead
compounds: Rhodococcus equi IM 6KB3 , Rhodococcus equi IM 62F5, strain IM 6116 and
strain EM 6120. The plants were also planted without the bacterial strains as a control.

The most significant heavy metals uptake after four months of experiment was observed
in samples, where Secale cereale was grown together with bacterial strains. It was found, that
applying selected bacterial strains inoculation at the start of the experiment had a positive
effect on microflora growth and heavy metals accumulation by plants.
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