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1. WSTEP

Jednym z najwazniejszych odnawialnych bogactw naturalnych Ziemi i podstawg
funkcjonowania wszystkich istniejagcych na niej ekosysteméw lagdowych sg gleby. Bedac
zewnetrzng, powierzchniowg warstwg litosfery sg one narazone na degradacje w wyniku
gospodarczej dziatalnosSci cztowieka. Powodem takiego stanu rzeczy jest intensyfikacja
rolnictwa i przemystu. Zanieczyszczenia kumulujace sie w glebach stanowig aktualne oraz
potencjalne zagrozenie - nie tylko dla ekosysteméw ladowych, ale réwniez dla wod
powierzchniowych, gruntowych i podziemnych oraz dla zdrowia i zycia czlowieka.
Powszechnie znany jest fakt, ze dziatalno$¢ cztowieka narusza réwnowage biosfery. Ochrona
zasobow przyrody stanowi obecnie problem globalny. Wielu autoréw wskazuje na przyczyny
kryzysu ekologicznego, przytaczajac coraz doktadniejsze dane na ten temat. Niemniej jednak
nawet bardzo dobra znajomo$¢ danych liczbowych nie da nam wyczerpujacych odpowiedzi
na pytania: jak zy¢, aby zachowaé rownowage w S$rodowisku i harmonie w obrebie
ekosystemu, jak osiggna¢ harmonie z innymi ludZzmi, z samym soba, z roslinami i zwierze-
tami. Wspdtczesny cztowiek, aby zaspokoi¢ swoje potrzeby bytowe, konsumuje zasoby
Srodowiska zapominajac, ze jest od niego zalezny zaréwno w sposéb biologiczny, jak
i gospodarczy. Takie wiasnie postepowanie doprowadzito w wielu miejscach naszego globu
do nieodwracalnych zmian.

Istotny udziat ws$réd zanieczyszczeh gleb i wdéd gruntowych majg substancje
ropopochodne (Surygata, 2000). Po diugim okresie beztroskiego traktowania $rodowiska
naturalnego wprowadzone zostaty w Polsce regulacje prawne, okreslajgce zasady
postepowania z terenami zdegradowanymi oraz standardy, bedgce podstawg do interpretaciji,
co jest terenem zanieczyszczonym, a co jeszcze nie. Wprowadzono réwniez katalog odpadow,
w ktorym znalazty sie grunty zanieczyszczone réznymi substancjami. Podstawowymi aktami
prawnymi regulujgcymi procesy uzytkowania gruntéw i ich rekultywacji sa: Ustawa Prawo
Ochrony Srodowiska z dnia 27 kwietnia 2001 r. (DzU Nr 62, poz. 627) wraz z p6zniejszymi
zmianami (DzU Nr 190, poz. 1865; DzU Nr 49, poz. 464; DzU Nr 113, poz. 954; DzU Nr 50,
poz. 360), Ustawa o wprowadzeniu ustawy - Prawo Ochrony Srodowiska, ustawy o odpadach
oraz zmianie niektérych ustaw z dnia 10 marca 2006 r. (DzU 2006 Nr 63, poz. 441), Ustawa o
Odpadach z dnia 27 kwietnia 2001 r. (DzU Nr 62, poz. 628) wraz z p6zniejszymi zmianami
(DzU Nr 7, poz. 78; DzU Nr 116, poz. 1208; DzU Nr 175, poz. 1458; DzU Nr 63, poz. 441)

oraz Rozporzadzenie Ministra Srodowiska w sprawie standardéw jakosci gleby oraz
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standardow jakosci ziemi z dnia 9 wrze$nia 2002 r. (DzU 02.165.1359 z dnia 4 pazdziernika
2002 r.). Praktyka jednak wykazuje, ze im wiecej obowig- -zuje regulacji prawnych, tym
wiecej jest niejasnosci i rozbieznosci interpretacyjnych. Problemy pojawiajg sie zaréwno
przed wiadajagcymi terenami zdegradowanymi, ktdrzy sa zobligowani do ich rekultywacji, jak
i organami wydajagcymi decyzje, a takze firmami prowadzacymi prace rekultywacyjne.
W zwigzku z tym w podejmowanych decyzjach o za-kresie rekultywacji zwykle nakazuje sie
jej prowadzenie az do osiggniecia standardow czystosci gruntéw zgodnych z przeznaczeniem
terenu zapisanym w miejscowym planie zagospodarowania przestrzennego. Podejmujac taka
decyzje, starosta nie wnika w jej skutki ekonomiczne. NajczeSciej nie posiada tez
wystarczajgcej wiedzy o przyrodniczych skutkach wystepowania zanieczyszczenia. Na
podstawie Art. 103 POS (DzU Nr 100, poz. 1085) ma jednak prawo do wydania takiej
decyzji.

Znane sg takie obiekty, w obrebie ktérych strefa zanieczyszczonych gruntéw ma
szeroko$¢ 100 - 200 metrow, diugosS¢ przekracza 1 kilometr, a migzszo$¢ warstwy
zanieczyszczonej wynosi 4 -6 metréw, przy czym zalega ona na glebokosci kilkunastu
metréw. W takim przypadku trudno nawet liczy¢ koszty catkowitej rekultywacji, gdyz sg one
niewyobrazalne, a z technicznego punktu widzenia petna rekultywacja, zgodna z zapisami
POS, jest praktycznie niemozliwa do przeprowadzenia. W takiej sytuacji mozliwe jest
zastosowanie rekultywacji ograniczonej jako rozwigzania kompromisowego, bardziej
racjonalnego z ekonomicznego punktu widzenia i zgodnego z obowigzujgcym
ustawodawstwem. Daje do tego podstawe cytowana we wstepie tzw. Ustawa wprowadzajaca,
ktorej artykut 13 brzmi nastepujaco: ,Jezeli podmiot obowiazany do rekultywacji
zanieczyszczenia gleby lub ziemi wykaze, Ze zanieczyszczenie nastgpito przed dniem 1
wrze$nia 1980 roku, rekultywacja moze by¢ ograniczona do przeprowadzenia dziatan, ktore
wyklucza:

e zagrozenie zycia lub zdrowia ludzi bagdZ powstanie innych szkéd,

« mozliwosci rozprzestrzeniania sie zanieczyszczenia;
w tym przypadku przepiséw art. 103 ust. 2 Prawa Ochrony Srodowiska nie stosuje sie”.
W takiej sytuacji nie musza by¢ speinione wymogi Rozporzadzenia Ministra Srodowiska
w sprawie standardow jakos$ci gleby oraz standardéw jakosci ziemi z dnia 9 wrzes$nia 2002 r.
(DzU 02.165.1359 z dn. 4 pazdziernika 2002 r.).

W Polsce bardzo wiele instalacji przemystowych, ktére spowodowaty zanieczyszczenia
$rodowiska gruntowo - wodnego, funkcjonowato dtugo przed 1980 rokiem i przepis ten

winien by¢ stosowany powszechnie (Wotkowicz, 2005). Niemniej jednak takie podejscie do

14



sprawy nie rozwigzuje zaistniatego problemu. Zasadne jest wiec state poszukiwanie jak
najbardziej efektywnych metod usuwania, unieszkodliwiania zanieczyszczen (w tym
ropopochodnych) ze $rodowiska.

Wysoki stopien akceptacji spotecznej majg metody biotechnologiczne, wykorzystujace
zaréwno rosliny, jak réwniez réznego rodzaju mikroorganizmy glebowe. Prawidtowy rozwoj
roslin na terenach zanieczyszczonych wymaga wytworzenia przez nie odpowiednich
mechanizméw obronnych i ochronnych, w ktérych specyficzng role odgrywaja grzyby
mikoryzowe. Wspotzalezno$¢ miedzy roslinami i grzybami jest bardzo istotna w procesach
fitoremediacji gruntéw. Ze wzgledu na tatwe wdrozenie i stosunkowo niskie naktady
fitoremediacja stanowi atrakcyjng alternatywe dla tradycyjnych metod rekultywacji
zanieczyszczonych grantéw. Przed zastosowaniem wybranej metody oczyszczania konieczne
jest jednak przeprowadzenie badan laboratoryjnych potwierdzajgcych stuszno$¢ jej wyboru.
Pozwala to uniknaé ewentualnych btedéw i nieprzewidzianych kosztow.

Problem likwidacji zanieczyszczen naftowych ze Srodowiska wodno-grantowego byt do
tej pory przedmiotem wielu analiz naukowych, jednakze sg one trudne do interpretacji ze
wzgledu na wielkg ztozono$¢ interakcji zachodzacych w tym S$rodowisku. Czasem koszty
usuwania zanieczyszczen sg bardzo wysokie, np. tereny bytych poligonéw armii radzieckiej
w Polsce zanieczyszczone substancjami ropopochodnymi stanowiag zaledwie 0,7% ogoétu
terenow, ale koszt ich rekultywacji pochtania 69% catkowitych kosztéw sanacji grantow.

Swiadomo$¢ problemu spowodowata rozw6j wielu metod i technik, w tym
biotechnologicznych, majgcych na celu usuniecie produktéw naftowych. Przekonanie o tym,
ze procesy biotechnologiczne sg skutecznymi, tanimi i ekologicznie przyjaznymi sposobami
ochrony srodowiska, jest coraz powszechniejsze na $wiecie. Wyrazem tego jest szereg
projektéw narodowych i miedzynarodowych, wsréd ktérych przeszto potowa jest zwiazana
z jakos$cia wody i bioremediacjg grantéw. Metody biologicznego oczyszczania grantéw sa
jednymi z najbardziej ,,przyjaznych” dla $rodowiska przyrodniczego, gdyz wykorzystuje sie
w nich procesy samoistnie zachodzace w tych ekosystemach. Pomimo duzej liczby
opracowan dotyczacych monitorowania wyciekéw produktow naftowych, zastosowania
okre$lonych metod oczyszczania wod i sanacji grantdw w zaleznosci od stopnia
zanieczyszczenia oraz od przewidywanego sposobu wykorzystania terenu, istnieje jeszcze

wiele probleméw do rozwigzania i proceséw wymagajacych optymalizacji.
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2. CEL, TEZY | ZAKRES PRACY

Celem podjetych badafn byta ocena roli bakterii autochtonicznych i grzybéw
mikoryzowych w intensyfikacji proceséw fitoremediacji gruntéw zanieczyszczonych
substancjami ropopochodnymi.

Badania efektywnosci remediacji gleb zanieczyszczonych substancjami
ropopochodnymi prowadzono w trzech aspektach:

samooczyszczania,

fitoremediacji,
fitoremediacji wspomaganej biopreparatami.
Wydajnos¢ i skutecznos$é remediacji oceniano na podstawie pomiarow:
zmian stezenia zanieczyszczen w glebie,
zmian ekotoksycznosci w stosunku do przedstawicieli producentéw, reducentéw
i konsumentéw,

- zmian genotoksycznosci.

Tezy pracy:

. Zwiekszenie  skutecznosci oraz  szybkoSci procesu  bioremediacji  gruntéw
zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi mozna osiggna¢ dzieki uprawie roslin
o rozbudowanych systemach korzeniowych sprzyjajacych rozwojowi mikroorganizmaow
ryzosferowych.

. Szczepienie grzybami mikoryzowymi gruntdw zanieczyszczonych produktami
naftowymi sprzyja ukorzenieniu ro$lin oraz ich wzrostowi, jak roéwniez stymuluje
rozwoj i aktywnos$¢é mikroorganizméw ryzosferowych.

. Dla rzetelnosci oceny jakosci gruntéw poddawanych oczyszczaniu z substancji
ropopochodnych - oprécz analiz fizykochemicznych - wskazane sg badania
ekotoksykologiczne uwzgledniajagce wplyw zanieczyszczeh oraz ich metabolitow na

organizmy zywe.

Zakres pracy obejmowat:
analize zanieczyszczeh w wybranych probkach gleb i ocene ich ekotoksycznosci,
- izolacje z gruntéw zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi aktywnych szczepow

mikroorganizmow degradujagcych weglowodory,
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izolacje zywych spor grzybdw mikoryzowych z gruntéw zanieczyszczonych produktami

naftowymi,
poréwnanie efektywnosci wspomagania proceséw fitoremediacji przez dodatek pre-

paratow bakteryjnych i grzybowych.



3. ZANIECZYSZCZENIE GRUNTU SUBSTANCJAMI
ROPOPOCHODNYMI - PRZEGLAD LITERATURY

3.1. Charakterystyka zanieczyszczen ropopochodnych

3.1.1. Ropa naftowa i produkty naftowe

Ropa naftowa znana jest juz od zamierzchtych czaséw jako olej wydzielajacy sie
samoczynnie z wnetrza ziemi. Starozytni Egipcjanie stosowali produkty ropy naftowej do
balsamowania zwtok oraz do o$wietlania pomieszczen. Fenicjanie uszczelniali asfaltem statki,
za$ Herodot w roku 450 p.n.e. wspomina o Zrédtach ropy naftowej znajdujacych sie w Persji.
W chiriskich kronikach z okresu 200 lat p.n.e. jestjuz mowa o kopalniach ropy naftowej.

W pézniejszych wiekach stosowano rope naftowg w celach leczniczych oraz jako $rodek
zmniejszajacy tarcie (Gierak, 1995).

Ropa naftowa to mieszanina zwigzkdw o zréznicowanej budowie. Jest ruchliwg, oleista
ciecza o charakterystycznym zapachu i barwie od bursztynowej, przez ciemnozielong do
prawie czarnej. W grupie paliw, po gazie ziemnym, zawiera najwiecej wodoru: 9,9 s 14,6%
masowych. Zawarto$¢ wegla pierwiastkowego w ropach naftowych waha sie w granicach
82,4 87,0% masowych (Speight, 1991). Z fizykochemicznego punktu widzenia ropa
naftowa jest roztworem substancji polarnych (zwigzki heteroorganiczne) w niepolamej
mieszaninie weglowodorow. Materiatem wyjSciowym, z ktérego powstaty weglowodory
w okresie prekambryjskim, byty archeobakterie, sinice, pierwsze grzyby, pierscienice ijamo-
chtony (Surygata, 2000). Charakter ropy naftowej oraz ocene jej przydatnosci technologicznej
warunkuje sktad frakcyjny (odzwierciedlony przez zakres temperatur wrzenia i przebieg
krzywej destylacji) oraz sktad grupowy (udziat gtéwnych grup zwigzkéw chemicznych).
Gtownymi sktadnikami ropy naftowej sa tancuchowe weglowodory alifatyczne (parafinowe)

i pierScieniowe weglowodory alifatyczne (cykloparafinowe - inaczej naftenowe), ktdre
stanowig w sumie 27 s 72%, a takze weglowodory aromatyczne (6 14%) oraz cykloalkany
(22 4+ 67%) (Dylewski, 1997). Weglowodory olefinowe w ropie naftowej praktycznie nie
wystepuja. Oprécz weglowodoréw w ropie naftowej wystepuja zwiagzki heteroorganiczne
tancuchowe i pierScieniowe, obejmujgce potgczenia zawierajgce siarke (merkaptany,
siarkowodor, siarczki, tiofeny itp.), azot (pirydyne, chinoline, benzopiren, karbazol, piren

i in.), tlen (kwasy naftenowe, fenole), jak rowniez zwigzki zawierajgce dwa lub trzy

heteroatomy (Kajdas, 1979). Nieorganiczne skiadniki ropy naftowej to przede wszystkim
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metale wystepujagce w postaci soli kwasow organicznych i nieorganicznych oraz zwigzkow
kompleksowych. Gtowng grupe nieweglowodorowych skiadnikow ropy naftowej stanowig
zwigzki zywiczno-asfaltenowe, wystepujace na ogdt w ilosciach do 25% masowych, ale
zdarza sie, ze ich zawarto$¢ w ropie naftowej wynosi nawet 50% masowych (Dylewski,
1997).

Ropa naftowa jest cennym surowcem, z ktérego uzyskuje sie wiele niezbednych
produktéw. Niektére z nich sa klasyfikowane przez Gtéwny Inspektorat Ochrony Srodowiska
jako substancje niebezpieczne, stwarzajgce nadzwyczajne zagrozenie dla $rodowiska
(Surygata, 2000). Produkty otrzymane z ropy naftowej rdznig sie miedzy soba
wiasciwosciami  fizycznymi i chemicznymi, toksyczno$cig, zawartoscia dodatkow
uszlachetniajgcych oraz odmiennym oddziatywaniem na $rodowisko przyrodnicze. Z tego
wzgledu produkty naftowe zostaty podzielone na cztery klasy, w obrebie ktérych wyrézniono
grupy irodzaje (Surygata, 2000):

e paliwa
paliwa benzynowe,
oleje napedowe,
paliwa lotnicze,
oleje opatowe,
e oleje smarowe,
» smary plastyczne,
e przetwory naftowe do uzytku przemystowego i domowego
rozpuszczalniki,
woski naftowe,
asfalty naftowe,
- przetwory naftowe do oswietlenia,
- oleje o réznym przeznaczeniu,

- inne przetwory naftowe.

3.1.2. Zro6dta zanieczyszczenia $srodowiska produktami naftowymi

Ropa naftowa uzytkowana jest przewaznie w formie przetworzonych, oczyszczonych
i uszlachetnionych produktow, gidwnie paliw (Surygata, 2000). Otrzymywanie produktow
handlowych wymaga wielu operacji technologicznych obejmujgcych m. in. procesy przerobki
zachowawczej, konwersji produktéw pierwotnych, ulepszania produktéw, ich oczyszczania

oraz komponowania (Ulmann, 1991; Molenda, 1997; Surygata, 2000). Wymagania
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jakosciowe stawiane produktom naftowym ciagle rosng, co wigze sie z koniecznoscia
wprowadzania  bardziej zaawansowanych proceséw  technologicznych, dodatkéw
uszlachetniajgcych itp. W zwigzku z powyzszym wzrasta zagrozenie zwiekszong emisjg do
Srodowiska przetwarzanego materiatu, jak réwniez produktéw posrednich powstajagcych
podczas jego produkcji (Surygata, 2000). Istnieje wiele Zzrédet stwarzajgcych ryzyko
przedostania sie do $rodowiska glebowego substancji ropopochodnych. Sg to giéwnie
rafinerie, bazy paliwowe, stacje obstugi pojazdéw, wiele Zrédet na terenach portowych
i lotniczych, rurociagi przesytowe, bazy wojskowe i magazynowe, zaktady przemystowe,
szyby wiertnicze itp. (Gierak, 1995). Wedtug danych Swiatowych szacuje sie, iz w wyniku
przypadkowych zdarzen do $rodowiska przyrodniczego trafia 0,1 s 0,25% wszystkich
zuzywanych produktéw naftowych, co daje ok. 9 min ton w ciggu roku (Surygata, 2000).
Doktadne ilosci przedostajacych sie do srodowiska produktéw ropopochodnych nie sa znane,
gdyz tylko ,,megawycieki” sg rejestrowane i bilansowane, a tysigce matych wyciekéw, nie-
majacych $wiadkdéw i niepowodujacych lokalnych uszkodzen ekosystemu, sg wrecz ukrywane
(Surygata, 2000). Z danych GIOS wynika, ze zanieczyszczenie gruntéw produktami
ropopochodnymi w Polsce udokumentowano na obszarze ok. 406 ha, a tgczna objetos¢ tych

gruntéw wynosi ok. 18,43 min m3(Gtéwny Inspektorat Ochrony Srodowiska, 1994).

3.2. Wplyw zanieczyszczen ropopochodnych na wiasciwosci Srodowiska

gruntowego

3.2.1. Wplyw skazenia gleby produktami naftowymi na jej wtasciwosci fizykochemiczne
Wiasciwosci  fizykochemiczne substancji ropopochodnych determinujg charakter

i intensywnos¢ ich oddziatywan z gruntami. Rozpatrujac odporno$é gleb na zanieczyszczenia
weglowodorami nalezy uwzgledni¢ dwie grupy zagadnien:

odpornos$¢ gruntdw na migracje tych zanieczyszczen,

odpornos¢ ekosystemu glebowego na obecnos¢ zanieczyszczen naftopochodnych.
Najbardziej narazone na intensywng penetracje zanieczyszczen ropopochodnych sg gleby
piaskowe, przepuszczalne i suche. Gleby te jednak wyjatkowo szybko ulegajg procesowi
samooczyszczania, gdyz nie sorbujg silnie weglowodoréw. W glebach mineralnych

wytworzonych z glin i itéw, a takze w glebach torfowych silna sorpcja weglowodoréw przez
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koloidy glebowe i mniejsza porowato$¢ utrudniajg szybki rozktad mikrobiologiczny
zanieczyszczen (Olanczuk-Neyman i in., 1994).

Niepolame czasteczki weglowodoréw wigzane sg na powierzchni mineratow ilastych
sitami Van Der Waalsa. Nie wchodzg w przestrzenie miedzypakietowe, poniewaz nie sg
w stanie przezwyciezy¢ sit jonowo-elektrostatycznych taczacych pakiety ani tez wyprzeé
zaadsorbowanej wody. Niska warto$¢ statej dielektrycznej weglowodoréw powoduje, ze
w $rodowisku cieczy ropopochodnych nastepuje zmniejszenie zaréwno grubosci podwojnej
warstwy dyfuzyjnej wokot czasteczki itowej, jak i spadek sit wzajemnego oddziatywania
pomiedzy czastkami gruntu. Wedtug Kaya i Fang (2000) redukcja sit odpychania jest wieksza
niz sit przyciagania, co wywotuje flokulacje czastek itowych i tworzenie sie agregatow.
W wyniku zmniejszenia sit oddziatywan pomiedzy czgstkami grunty kohezyjne nabierajg
cech gruntéw drobnoziarnistych niespoistych. Korzeniowska-Rejmer (2001) stwierdzita, ze
dodatek substancji ropopochodnych do piaskéw gliniastych, pytéw i glin pylastych
powodowat istotne zmiany w rozktadzie uziamienia tych gruntéw. W poréwnaniu z prébkami
kontrolnymi odnotowano spadek zawartosci frakcji piaskowej i itowej o ok. 10 4+ 15%,
a wzrost udziatu czastek pytowych. Inni badacze (lzdebska-Mucha, 2003) wykazali, ze
w wyniku nasycenia podifoza weglowodorami o gestosci mniejszej niz woda nastepuje
adsorpcja czasteczek weglowodoréw na szkielecie mineralnym gruntu, wskutek czego maleje
gesto$¢ objetosciowa gruntu (e) i gesto$¢ wiasciwa szkieletu gruntowego (es). Prowadzi to do
spadku spdjnosci gruntu (c). W gruntach zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi
zmniejsza sie réwniez granica ptynnosci (w 1) (Richards, 1979; lzdebska-Mucha, 2003).
Substancja organiczna w glebie, a zwlaszcza jej najaktywniejsza cze$¢ - prochnica, ma
bardzo duza pojemno$¢ sorpcyjng. W odroznieniu od koloidow mineralnych koloidy
organiczne sorbujg nie tylko zwiazki polarne, ale takze substancje niepolame, do ktdrych
zaliczamy weglowodory. Niektore frakcje préchnicy rozpuszczajg sie w weglowodorach.
Pogarsza to strukture pozioméw préchniczych, gdyz czes¢ gruzetek rozpada sie, co z kolei
prowadzi do zmniejszenia ich natlenienia. Z drugiej strony, znaczna cze$¢ zanieczyszczen
naftopochodnych przy udziale mikroorganizméw wchodzi w sktad kwaséw huminowych
(préchniczych), zwiekszajac ich zawarto$¢ w glebie.

Zwiagzki ropopochodne z reguly alkalizujg gleby. Moze to by¢ zwigzane gtéwnie
z procesami redukcji wielu zwigzkdw w glebie (Olaficzuk-Neyman i in., 1994). Poziomy
podpréchnicze gleby przybieralty odcien szarozielony, co S$wiadczyto o zredukowaniu
zwiazkow zelaza. ROwnoczes$nie z tg reakcjg nastepujg zmiany polegajace na redukcji

zwiazkéw manganu, azotu, siarki i wegla. Ich skutkiem jest pogorszenie sie warunkéw

21



wzrostu i rozwoju roslin oraz silne zmniejszenie zdolnosci gleby do mikrobiologicznego
samooczyszczenia sie z weglowodoréw. W profilu glebowym pogarszaja sie warunki
pionowej migracji powietrza i wody w obu kierunkach z powodu wytrgcania sie koloidalnych
wodorotlenkéw zelaza na granicy faz - kontaktu warstwy zredukowanej z tlenem, co
powoduje zatykanie sie poréw glebowych (Surygata, 2000). Zmiany parametrow
fizykochemicznych pociagaja za sobg zmiany w ilosci, jakosci i aktywnosci

mikroorganizméw zasiedlajacych glebe.

3.2.2. Wplyw skazenia gleby produktami naftowymi na mikroorganizmy glebowe

Liczne populacje drobnoustrojow w glebie zyjg w tzw. stanie rOwnowagi niestatej, co
oznacza, ze rozw0j kazdej jednostki danej zhiorowosci jest rownowazony rozwojem innej
z nig sasiadujacej. Kazda zmiana w uktadzie czynnikéw ekologicznych, zwilaszcza
w doptywie energii, powoduje zaktocenie tej réwnowagi. Zmiany sktadu fizyczno-
chemicznego pociagajg za sobg zmiany w sktadzie biologicznym. Przede wszystkim nastepuje
masowe obumieranie organizmow zwierzecych zasiedlajagcych powierzchniowe warstwy
gleby i gwaltowny wzrost azotowej substancji organicznej. Zmniejsza sie liczba gatunkow,
zwlaszcza tlenowych - ging bakterie nitryfikacyjne albo ich liczba drastycznie sie zmniejsza,
maleje liczba bakterii wigzacych azot atmosferyczny w warunkach tlenowych,
a takze liczba bakterii utleniajgcych btonnik oraz liczba grzybéw. Rozwijaja sie natomiast
formy asymilujagce weglowodory i ich elementy. Nagromadzenie duzych ilo$ci organicznych
substancji azotowych w glebie skazonej ropag naftowa pocigga za soba wzrost liczebnosci
bakterii amonifikacyjnych, co przy braku lub ograniczonej liczbie bakterii nitryfikacyjnych,
powoduje wzrost zawartosci amoniaku. Rd&wnocze$nie nastepuje wzrost liczby bakterii
redukujacych azotany (V) do azotanéw (IlIl) Ilub azotu czasteczkowego, bakterii
fermentujacych btonnik i redukujgcych siarczany. Wielu autoréw podkresla fakt, ze
w glebach $wiezo zanieczyszczonych produktami naftowymi gwattownie rosnie liczba
mikroorganizméw zdolnych do rozkladu tego typu zanieczyszczen (Joergensen, 1995;
Brohon, 2001). Zbyt duza koncentracja zanieczyszczen naftopochodnych w glebie prowadzi
poczatkowo do wzrostu, a nastepnie do gwattownego zmniejszenia aktywnosci mikroflory
(Przysta$ i in., 2000; 1999; Surygata, 2000; Matachowska-Jutsz i in., 2001b). Niektdérzy
autorzy podczas przeprowadzanych badan zaobserwowali stymulacje aktywnosci
dehydrogenaz, ureaz oraz fosfataz po wprowadzeniu do gleby weglowodordw (Frankenberger
i Johanson, 1982; Matachowska-Jutsz, 1999; Traser-Cepeda i in., 2000; Caravaca i Roldan,
2003).
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Przy niedoborze pierwiastkbw biogennych a nadmiarze wegla mikroorganizmy
degradujace weglowodory konkurujg o sole mineralne z roslinami. Wedtug Bieszkiewicz i in.
gbrna granica efektywnej mineralizacji zanieczyszczeri olejowych wynosi 1500 mg/dm3
(Surygata, 2000).

Zaktocenie réwnowagi biologicznej gleb prowadzi do ostrych deficytéw tlenu oraz
przyswajalnych dla roslin form azotu i fosforu, przy jednoczesnym nadmiarze zrédet wegla.
To ostatnie ogranicza w znacznej mierze mozliwo$¢ rozwoju i aktywnosci biochemicznej
drobnoustrojow utleniajgcych weglowodory ropy naftowej, a wiec i ich rozktad
mikrobiologiczny w glebie (Parfstwowa Inspekcja Ochrony Srodowiska, 1994; Surygata,
2000). Szkodliwo$¢ oddziatywania produktdw naftowych wynika nie tylko z ich
bezposredniej toksycznosci, ale takze ze zmiany wiasciwosci fizykochemicznych $rodowiska
gruntowego, pociaggajacych za sobg m. in. zaktdcenie relacji wodnych panujgcych w glebie,
co prowadzi do ograniczenia rozwoju roslinnosci na terenach skazonych. Zdaniem tackiej-
Pilaszek (1996) wschody roslin zbozowych i motylkowych sg op6Zznione, a nastepne ich fazy
rozwojowe sg przyspieszone. Notuje sie rdwniez zmiany w budowie anatomicznej korzeni
i czesci nadziemnych, m.in. splazmolizowanie i deformacje komdrek korzeni pierwotnych
i wtornych, a w tkance przewodzacej - zaczopowanie naczyn ksylemu. Zahamowanie wzrostu
korzeni powoduje obnizenie zdolnosci pobierania wody i soli mineralnych przez rosline.
Nadziemne czeéci rodlin  wykazujg objawy chlorozy. Czesto charakteryzujg sie
wystepowaniem drobnych lisci o matej powierzchni asymilacyjnej, ich todygi sg krotkie,
cienkie i stabo rozwiniete. Merkl i in. (2005) zauwazyli, ze w glebach zanieczyszczonych
niewielkimi ilosciami produktdw naftowych (5%) diugo$¢ korzeni testowanych roslin byla
mniejsza niz w glebie kontrolnej, jednak powierzchnia ryzosfery, $rednica korzeni i ich
objetos¢ byty wieksze w porédwnaniu z roslinami z gleby czystej. Wyjasnienie tego zjawiska
podaje Benough (1990). Twierdzi on, ze w przypadku zanieczyszczenia gleb produktami
naftowymi zmienia sie ich przepuszczalno$¢ oraz wilgotno$é. Wzrost $rednicy korzeni roslin
rosngcych w glebach skazonych ropopochodnymi przy jednoczesnej redukcji ich dtugosci jest
morfologiczng adaptacjg roslin do ,stresu wodnego”. Ponadto, temperatura gleb
zanieczyszczonych tymi substancjami jest wyzsza niz gleb niezanieczyszczonych, co réwniez
wptywa na wzrost i rozwoj korzeni roslin. Bowen (1991) podaje, ze maksymalna temperatura
dla prawidtowego wzrostu korzeni roslin wynosi 40°C, podczas gdy w powierzchniowej
warstwie (do 15 cm) gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi oraz gleb stref

tropikalnych temperatury znacznie przekraczaja te wartosc.
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3.3. Czynniki wptywajace na szybkos¢ rozkiadu substancji ropopochodnych

w gruncie

Czynniki decydujace o szybkos$ci rozktadu produktéw naftowych w gruncie (glebie)
mozna podzieli¢ na trzy grupy:
wiasciwosci fizykochemiczne zanieczyszczen,
czynniki biologiczne,

czynniki $rodowiskowe.

3.3.1. Wiasciwosci fizykochemiczne zanieczyszczen

Substancje ropopochodne réznig sie miedzy soba szeregiem wiasciwosci fizyko-
chemicznych, m. in. lotnoscig, rozpuszczalnosciag w wodzie, stopniem skomplikowania
budowy, diugoscia tancuchéw weglowych, obecnoscig pierscieni aromatycznych, stopniem
polimeryzacji, obecnoscig badZ brakiem podstawnikéw (grupy nitrowe, aminowe, halogeny,
sulfonowe itp.). Obecno$¢ tlenu w czasteczce jest czynnikiem zwiekszajgcym podatno$é
substancji na biodegradacje, dlatego tez aldehydy oraz kwasy ttuszczowe naleza do zwigzkow
tatwo biodegradowalnych.

W przypadku weglowodorow alifatycznych o podatnosci na rozktad biologiczny
w duzej mierze decyduje dtugos$¢ tancucha. Alkany o dtugosci taricucha od Cio do C24 sg
substancjami najchetniej i najczesciej wykorzystywanymi przez bakterie (Fritsche i Hoffichte,
2004). Alkany krotkotancuchowe, zawierajace do 9 atomoéw wegla w tancuchu, sg toksyczne
dla wielu mikroorganizmoéw, poza tym charakteryzuja sie matg rozpuszczalno$cig w wodzie.
Usuwane sg ze S$rodowiska gruntowego gtdwnie w wyniku proceséw abiotycznych.
Weglowodory posiadajagce w czasteczce wiecej niz 30 atomow wegla nalezg do tzw. trwatych
zanieczyszczen (Surygata, 2000). Alkany gazowe (Ci  C.) sgrozktadane tylko przez niektore
grupy mikroorganizméw (Kotwzan, 2005). Warunkiem uruchomienia procesu biodegradacji
weglowodorow tancuchowych jest jednoczesna obecnos$¢ alkanu, tlenu, enzymu (mono- lub
di- oksygenazy) oraz koenzymu NADH (Brock i Madigan, 1988).

Weglowodory rozgatezione (izoalkany) sa mniej podatne na proces biologicznego
rozktadu. Biodegradacja przebiega w obrebie kazdego z terminalnych tancuchéw. Wraz ze
wzrostem ilosci rozgatezien spada tempo procesu biodegradacji, co jest spowodowane m.in.
hamowaniem procesu przez produkty utleniania n-alkanéw (Fritsche i Hofrichte, 2004).

Cykloalkany sg raczej odporne na rozktad mikrobiologiczny. Brak rozgatezien w cza-

steczce oraz grup metylowych nie sprzyja rozktadowi biologicznemu (Fritsche i Hofrichte,
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2004). Znanych jest zaledwie kilka gatunkdéw mikroorganizméw zdolnych do wyko-
rzystywania cykloalkanéw jako jedynego zrodta wegla (Fritsche i Hofrichte, 2004). Dlatego
tez zwigzki te sg wykorzystywane jako substrat pokarmowy jedynie w wyjgtkowych
przypadkach, zwykle w procesach kometabolizmu (Surygata, 2000).

Weglowodory monoaromatyczne charakteryzujg sie wysokgatoksycznoscig jednak -gdy
wystepujg w niskich stezeniach - sg szybko metabolizowane przez wiele grup
mikroorganizmoéw (Surygata, 2000).

Weglowodory wielopierscieniowe, zawierajgce w czasteczce od 2 do 4 pierscieni
benzenowych, sg nieco mniej toksyczne i ulegaja biodegradacji z szybkoscig odwrotnie
proporcjonalng do stopnia kondensacji pierscienia. Weglowodory o pieciu lub wiekszej
liczbie skondensowanych pierscieni nalezg do trudno rozktadalnych biologicznie i w zwigzku
z tym sg bardzo wolno usuwane ze Srodowiska, a pierwsze etapy ich rozktadu (o ile taki
zachodzi) przebiegajg zawsze w procesie kometabolizmu (Surygata, 2000).

Asfalteny i zywice sg grupg réznorodnych zwigzkéw stosunkowo stabo poznanych,
charakteryzujacych sie duzymi masami czasteczkowymi oraz mata lotnoScig i rozpuszczal-
noscig. Dzieki specyficznej strukturze chemicznej zwigzki te odznaczajg sie bardzo duza

trwatoscigw srodowisku (Surygata, 2000).

3.3.2. Czynniki biologiczne

Proces degradacji weglowodoréw ropopochodnych w gruncie przebiega gtéwnie przy
wspo6tudziale mikroorganizméw glebowych. Zesp6t mikroorganizméw glebowych sktada sie
z przedstawicieli przeréznych gatunkow bakterii heterotroficznych, grzybéw, promieniowcéw
oraz pierwotniakéw. Stosunki ilosciowe tych organizmoéw uktadajg sie zmiennie, w zale-
znosci od czynnikéw Srodowiskowych (Providenti i in., 1993; Stotzky, 1997, Yu i in., 2005).
Drobnoustroje gromadzg sie przede wszystkim w powierzchniowej warstwie gleby oraz
wokdt korzeni roslin. Tam bowiem znajduje sie najwiecej tlenu i substancji odzywczych
(Sorensen, 1997; Yang i Crowley, 2000; Marschner i in., 2004). Wedtug Torsvik i in. (1994)
w masie 1g zyznej gleby moze znajdowa¢ sie okoto 13000 roznych gatunkow
mikroorganizméw. Oczywiscie, ich liczba jest ré6zna: od 1 komorki/l g gleby w przypadku
niektérych rzadszych gatunkéw do 108 komérek innych. Sposrod tak wielkiej ilosci
mikroorganizmoéw zaledwie 0,1 + 0,3% to organizmy zdolne do rozktadu ksenobiotykéw. W
gruntach zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi liczba organizméw zdolnych do

ich rozktadu moze zwigkszy¢ sie nawet kilkaset razy. Dzieje sie tak dzieki zachodzgacym tu
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zjawiskom adaptacji i selekcji (Pries i in., 1994; Thompson i in., 1999). Substancje
ropopochodne zanieczyszczajace glebe moga by¢ rozktadane przez bakterie, grzyby
i promieniowce zaréwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. Stwierdzono, ze okoto
100 gatunkéw mikroorganizmow reprezentujgcych 30 rodzajow posiada zdolnos¢ rozkiadu
weglowodoréw (Surygata, 2000). Wsrdd bakterii najczeSciej wymieniane sa: Acinetobacter
(Wild iJones, 1993; Marin i in., 1996; Chaineau i in., 1999; Vaneechoutte i in., 1999; Lamb i
in., 2000), Aeromonas (Cemiglia, 1981; Rahman i in., 2002; Samanta i in., 2002),
Achromobacter (Cemiglia, 1981; Chaineau i in., 1999), Alcaligenes (Cemiglia, 1981,
Derecova i in., 1996), Arthrobacter (Chaineau i in., 1999), Bacillus (Chaineau i in., 1999;
Marquez-Rocha i in., 2001 Rahman i in., 2002), Brevibacterium (Wild i Jones, 1993;
Chaineau i in., 1999), Corynebacterium (Wild i Jones, 1993; Chaineau i in., 1999; Samanta,
2001), Flavobacterium (Cemiglia, 1981; Chaineau i in., 1999; Rahman i in., 2002),
Methylococcus (Sliwka i in., 2000), Micrococcus (Holland, 1995; Rahman i in., 2002),
Mycobacterium (Stingley i in., 2004; MacLeod i Daugulis, 2005), Pseudomonas (Chaineau
i in.,, 1999; Marquez-Rocha i in.,, 2001; Samanta, 2001; Rahman i in., 2002), Rhizobium
(Suominen iin., 2000; Chen i in., 2004), Rhodoccocus (Warhurst i Fewson, 1994; Chaineau
i in., 1999), Spirillum (Cemiglia, 1981), Vibrio (Cemiglia, 1981; Samanta, 2001). W$rod
promieniowcdw: Actinomyces (Cemiglia, 1981; Wild i Jones, 1993; Chaineau i in., 1999)
i Nocardia (Chaineau i in., 1999; Samanta, 2001), a ws$rod grzybow: Aspergillus (Cemiglia,
1981; Wild i Jones, 1993; Chaineau i in., 1999), Candida (ljah, 1998; Huaa, 2003; Chaillan i
in., 2004), Cladosporium (Samanta, 2001; Giraud i in., 2004; Potin i in., 2004), Pénicillium
(Wild iJones, 1993; Chaineau i in., 1999; Potin i in., 2004) oraz Trichoderma (Chaineau i in.,
1999; Giraud i in., 2001; Potin i in., 2004). Czesto$¢ wystepowania wymienionych rodzajow
wsrdd grzybow glebowych waha sie w zakresie 0,13 4 50%, a wsrdd bakterii glebowych - 6 4
82% w stosunku do ogo6lnej liczby mikroorganizméw (Surygata, 2000).

Wiele weglowodorow ulega biodegradacji dopiero po okresie adaptacji drobnoustrojow,
w ktorym wytwarzajg one enzymy indukcyjne. Na proces ten ma wplyw m.in. stezenie
weglowodoréw jako substratdw pokarmowych; zbyt niskie ogranicza lub wrecz uniemozliwia
produkcje tych enzyméw, a zbyt wysokie dziata toksycznie (Karl, 1992; Olivera i in., 1997;
Lindstrom i in., 1999). Olivera i in. (1997) izolowali szczepy aktywnych mikroorganizmoéw
zaréwno z gleb zanieczyszczonych weglowodorami, jak i czystych, a nastepnie wykorzy-
stywali je do rozkiadu n-alkanéw. Na podstawie badan stwierdzili, ze po 48 godzinach
inkubacji stezenia weglowodoréw zaréwno w probkach z dodatkiem szczepdw adaptowanych

jak i nie-adaptowanych byly niemalze identyczne. Znaczace roznice w stezeniach
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analizowanych weglowodoréw pojawity sie po 120 godzinach inkubacji. W prébach
zaszczepionych mikroorganizmami adaptowanymi Sredni stopien rozktadu n-alkanéw wynosit
28 -r 42%, natomiast w przypadku mikroorganizméw nieadaptowanych po 240 godzinach
inkubacji stopien rozktadu weglowodoréw wynosit zaledwie 5-10% (Olivera i in., 1997).
Maliszewska-Kordybach (1991) przypuszcza, iz zwiekszenie efektywnosci rozktadu
weglowodoréw w gle-bie zanieczyszczonej $ciekami rafineryjnymi nie bylo spowodowane
wczesniejszg adaptacjg mikroorganizmoéw glebowych, ale wzrostem ich liczby oraz wiekszg
dostepnoscia substratu weglowego w glebie zawierajgcej substancje ropopochodne.

O szybkosci przebiegu procesu rozktadu weglowodoréw decyduje réwniez aktywno$é
biochemiczna mikroorganizméw  degradujacych  weglowodory. Reakcje rozkiadu
weglowodoréw zachodzg sekwencyjnie, z udziatem wielu gatunkéw mikroorganizméw
synergistycznie zaleznych od siebie. Czesto zdarza sie, ze pojedynczy testowany szczep
wykazuje mate zdolno$ci degradacyjne, natomiast w obecnosci innych mikroorganizméw
jego aktywno$¢ wzrasta (Lebkowska, 1996; Guo i in., 2005). Bakterie potrafig bezposrednio
wykorzysta¢ produkty ropopochodne jako jedyne zZrédlo wegla, natomiast rozktad
weglowodoréw przez grzyby nastepuje prawie wytacznie w wyniku proceséw kometabolizmu
(Leahy i Colwell, 1990; Bennett i in., 1996; Komukai-Nakamura i in., 1996; Zadrazil
i Martens, 1996; Richard i Vogel, 1999; Juhasz i Naidu, 2000; Kasai i in. 2005, Kulik i in.,
2006).

Duze znaczenie w przebiegu biodegradacji weglowodoré6w ma rozpowszechnienie
w $rodowisku glebowym i wodnym réznych drapieznikéw i pasozytéw bakterii. Przyczyniajg
sie one do zmniejszenia liczebnosci bakterii i ich zdolnosci do odnawiania populaciji.
Obecnos$¢ naturalnych wrogéw czesto sprawia, ze mikroorganizmy nie sg w stanie osiggna¢
liczebnoSci  zapewniajacej uzyskanie duzej efektywnosci procesu biodegradacji
(Matachowska-Jutsz, 1999; Kotwzan, 2005). Czesto w praktyce zdarza sie, ze wprowadzenie
do gleby inokutantéw w postaci biopreparatéw nie przynosi zamierzonych rezultatéw. Dzieje
sie tak dlatego, iz flora autochtoniczna moze wydziela¢ do podioza substancje
uniemozliwiajace wzrost mikroflory allochtonicznej. Dlatego tez najlepiej pozyskiwaé
aktywne szczepy mikroorganizméw degradujacych substancje ropopochodne ze $rodowisk,

ktére zamierzamy oczyszczac.
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3.3.3. Czynniki srodowiskowe
Wilgotnos¢

Zawarto$¢ wody w glebie nalezy do podstawowych czynnikéw decydujacych zaréwno
o rozwoju mikroflory glebowej, jak i o sorpcji organicznych substancji niepolamych, do
ktorych naleza produkty naftowe bedace mieszaning ré6znych weglowodorow (Steinberg i in.,
1996; Fine i in., 1997). Na podstawie badan (Maliszewska-Kordybach, 1990; 1993; Zienko,
1996) stwierdzono, ze najwiekszg trwato$¢ zanieczyszczenia ropopochodne wykazujg
w glebie powietrznie suchej (1% WHC - maksymalna pojemno$¢ wodna). Zwiekszenie
wilgo-tnosci gleby do poziomu 65% WHC wyraznie intensyfikowato degradacje
weglowodoréw, natomiast dalszy wzrost zawarto$ci wody prowadzit do obnizenia szybkosci
procesu. Z badan Chiou (1989) wynika, ze w glebach o niskim poziomie wilgotnos$ci sorpcja
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) jest silniejsza niz w uktadach
uwodnionych, gdyz w tych warunkach hydrofobowe zwigzki organiczne moga by¢ sorbowane
nie tylko przez materie organiczng gleby, ale i przez mineraly ilaste. Réwnocze$nie
aktywnos$¢ drobnoustrojow w glebach pozbawionych wilgoci ulegata znacznemu
zahamowaniu. Zwigkszenie zawarto$ci wody w glebie prowadzito do zmniejszenia sorpcji
weglowodorow przez mineralne frakcje ilaste. Efektem tego byt wzrost stezenia
weglowodoréw w roztworze glebowym, a tym samym zwiekszona ich dostepnos$é dla
mikroorganizméw glebowych (Maliszewska-Kordybach, 1990). Niemniej jednak nalezy
podkresli¢ fakt, ze zawarto$¢ wody w glebie nie jest rownoznaczna z jej dostepnoscia.

O dostepnosci wody decyduja sity jej wigzania w roztworze glebowym (Zawadzki, 1999).

Temperatura

Temperatura wptywa na aktywno$¢ mikroorganizméw, a tym samym na szybkos$¢
mikrobiologicznego rozktadu weglowodoréw (Maliszewska-Kordybach, 1993). Od tempe-
ratury zalezna jest szybko$¢ wszystkich reakcji chemicznych i biochemicznych (Nedwell,
1999). Temperatura wyzsza o kilka stopni od temperatury naturalnych Srodowisk bytowania
mikroorganizméw jest czynnikiem wptywajacym zwykle korzystnie na ich wzrost. Nalezy
jednak pamieta¢, ze pod wzgledem zapotrzebowania na ciepto kazdy gatunek ma swoiste
wymagania (Kunicki-Goldfinger, 1994). Rozktad weglowodoréw moze przebiega¢ w bardzo
szerokim zakresie temperatur. Wedtug Chiou (1979) sorpcja weglowodoréw wzrasta ze
wzrostem temperatury. Przeciwnego zdania sg Bulman, Tateya oraz Hulscher (Bulman i in.,
1985; Tateya i in., 1988; Hulscher i Comelissen, 1996), ktérzy stwierdzili, ze spadek

temperatury gleby powodowal zwiekszenie efektu sorpcji fizycznej weglowodoréw przez
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koloidy glebowe oraz zmniejszenie rozpuszczalnosci i cisnienia par weglowodorow.
W wyniku tego ulatnianie weglowodorow oraz ich dostepnos$¢ dla mikroorganizméw byty
bardzo ograniczone. Temperatura wptywata w najwiekszym stopniu na trwato$¢ mniej
lotnego, silniej sorbowanego, ale stosunkowo dobrze rozpuszczalnego i biorozkitadalnego
pirenu. Rozktad nielotnego i bardzo stabo rozpuszczalnego w wodzie chryzenu byt
ograniczony nawet w 25°C. Na tej podstawie uznano, ze wzrost temperatury o kilka stopni
zmniejsza trwato$¢ WWA o malej liczbie pierScieni, natomiast w przypadku WWA
zawierajacych powyzej 5 pierScieni aromatycznych w czasteczce temperatura nie ma tak

istotnego wptywu na szybkos$¢ procesu degradacji.

Obecnos¢ tlenu

Wiekszo$¢ drobnoustrojéw rozktadajagcych weglowodory to organizmy tlenowe,
wykorzystujgce tlen czgsteczkowy w procesie utleniania substratu przez oksygenazy
(Cuypers, 2001; Joner i in., 2006). Utlenianie weglowodoréw tg drogg moze prowadzi¢ do
catkowitej mineralizacji, ktorej produktami koncowymi sg woda, dwutlenek wegla i energia
zmagazynowana w ATP. Swobodna wymiana powietrza pomiedzy $rodowiskiem wodno-
gruntowym a powietrzem atmosferycznym jest czynnikiem wplywajacym na szybkosé
biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych. Zapotrzebowanie mikroorganizméw na tlen
jest znaczne i wynosi okoto 3 kg C~/kg utlenianych weglowodoréw. Tlen moze byé pobierany
przez mikroorganizmy z wody, jednak jej efektywno$¢ jako nos$nika tlenu jest ograniczona
jego niewielka rozpuszczalnos$cig (ok. 10 g CVm3w temp. 10°C). Alternatywnie mogtyby by¢
stosowane takie utleniacze, jak ozon lub nadtlenek wodoru, jednakze w duzych stezeniach
dziatajg one bakteriobdjczo (Blackburn i Hafker, 1993).

Proces degradacji weglowodordw moze zachodzi¢ rowniez w warunkach beztlenowych.
Mikroorganizmy wykorzystujg tu inne niz tlen akceptory elektronéw, ktérymi moga by¢
azotany, siarczany lub zwiazki organiczne. Niedobor tych zwigzkéw w warunkach
beztlenowych bedzie prowadzit do istotnego zmniejszenia tempa i zakresu biodegradacji

(Kotwzan, 2005).

Odczyn

Odczyn gleb jest jednym z istotniejszych parametréw wplywajagcym m.in. na akty-
wno$¢ katalityczng enzymoéw drobnoustrojéow glebowych. Nadmierne stezenie jonéw
hydroniowych (H30+4) tub wodorotlenowych (OH") hamuje szereg przemian, powodujac
zaktocenie réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem a zuzywaniem ATP w komoérce, a takze

spadek wydajnosci produkcji biomasy z jednostki zuzytego wegla i energii. W glebach
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0 odczynie zblizonym do obojetnego dominujg bakterie, zas w kwasnym - grzyby (Kunicki-
Goldfinger, 2006). Od odczynu uzalezniony jest wiec skiad iloSciowy i jakoSciowy
drobnoustrojow gleby. Konsekwencjg tego jest powstanie okreslonych produktow koricowych
w procesie rozktadu weglowodoréw. Rozkitad weglowodoréw ropopochodnych przez
dominujace w $rodowisku kwasnym grzyby moze prowadzi¢ do powstania kancerogennych
form epoksydowych, podczas gdy w wyniku rozktadu bakteryjnego z reguty weglowodory
ulegajg petnej mineralizacji do C02i H2 (Fritsche i Hoffichte, 2004). Optymalny odczyn,
przy ktdrym rozktad weglowodoréw zachodzi najintensywniej, waha sie w przedziale pH od
6,5 do 7,5. W warunkach tych Nievas i in. (2005) stwierdzili najwiekszg aktywnos$¢ enzyméw
emulgujacych. Dodatek weglanu wapnia do gleby zmienia jej wtasciwosci i wptywa na
przebieg wiekszosci zachodzacych w niej proceséw, w tym na biodegradacje oraz sorpcje
weglowodoréw. Zmiany odczynu gleby wywotane wapniowaniem oraz sorpcjg jonow Ca2+
przez grupy hydroksylowe i karboksylowe koloidéw organicznych prowadzg do zmian
fizycznych wiasciwosci prochnicy glebowej, co moze wpltywaé na zakres sorpcji
weglowodoréw przez substancje organiczne gleby, a wiec i na szybko$¢ ich rozktadu

(Maliszewska-Kordybach, 1991; Matachowska-Jutsz, 1999).

Zrodta wegla organicznego

Nawozenie organiczne odgrywa duzg role w ksztaltowaniu zyznosci gleb oraz
w przeciwdziataniu ich degradacji. Substancje organiczne wprowadzone do gleb wraz z tego
typu nawozami majg ogromne znaczenie w procesach sorpcji ksenobiotykéw. Wprowadzenie
kompostu powoduje wzrost zawartos$ci substancji organicznych, przez co moze wzrastaé
sorpcja (Btock i in., 1993; Thorsen i in., 2004). Istotne znaczenie ma tu sktad wprowadzanych
substancji organicznych. Najwiekszg zdolnoscig sorpcyjng w stosunku do niepolamych
ksenobiotykow charakteryzuja sie huminy, znacznie mniejszg kwasy huminowe, a najstabszg
kwasy fulwowe. Gleba jako cato$¢ sorbuje niepolame zwigzki organiczne okoto dwa razy
efektywniej niz wydzielone z niej kwasy huminowe. Dodatek kompostu do gleby moze
stymulowaé rozwdj mikroflory glebowej, jednak dostepno$¢ innych, tatwiej przyswajalnych
zrodet wegla moze spowalniaé biodegradacje weglowodoréw (Btock i in., 1993).
Wprowadzenie do gleby dojrzatego kompostu prekondycjonowanego weglowodorami
powoduje znaczne zwiekszenie efektu mineralizacji weglowodoréw w poréwnaniu
z prébkami gleb bez jego dodatku oraz z dodatkiem prekondycjonowanego kompostu
Swiezego (Martens, 1982; Kastner i Mahro, 1996). Efekt ten moze by¢ zwigzany z ogromng

iloscig roznych mikroorganizméw zasiedlajagcych kompost, charakteryzujacych sie

30



posiadaniem bardzo réznorodnych systeméw enzymatycznych umozliwiajacych degradacje
zréznicowanych substancji organicznych. Poza tym dodatek kompostu do gleb
zanieczyszczonych produktami naftowymi poprawia warunki wilgotnosciowe, zdolnosci
buforowe oraz strukture gleb. Jest réwniez Zrédiem tatwo przyswajalnych substancji

odzywczych, dzieki czemu wzrasta aktywnos$¢ kataboliczna mikroorganizméw.

Stezenie zwiazkéw biogennych

Do rozwoju mikroorganizmow konieczna jest synteza biatek. Nie moze ona prawidtowo
przebiega¢ w przypadku braku azotu, fosforu, siarki oraz wegla. Zapotrzebowanie
mikroorganizmdéw na te pierwiastki odpowiada stosunkowi zawartosci tych biogenéw w ich
komérkach (C:N:P = 100:10:1). W glebach skazonych produktami ropopochodnymi zmienia
sie stosunek miedzy weglem, azotem, fosforem oraz siarkg (Matachowska-Jutsz i in., 1997;
Ward i in., 2003). Mikroorganizmy nie moga w petni korzysta¢ z obfitoSci energii zawartej
w weglowodorach, poniewaz nie majg do dyspozycji wystarczajacych ilosci azotu, fosforu
czy tez siarki (Matachowska-Jutsz i in., 1997; Janssen i Willigen, 2006). Stad tez konieczne
jest wzbogacenie $rodowisk skazonych produktami ropopochodnymi w te pierwiastki w celu
efektywniejszego przebiegu procesu remediacji. Nie bez znaczenia jest przy tym postaé
wprowadzonych soli (Matachowska-Jutsz, 1999; Kotwzan, 2005). Nalezy zwréci¢ uwage na
to, iz dla bakterii dostepny jest jedynie fosfor w formie rozpuszczalnej (najczesciej w postaci
PO.3), natomiast w badaniach czesto okresla sie tzw. sume fosforu, co moze maskowaé
rzeczywisty deficyt tego pierwiastka przy pozornie dobrych wynikach analiz (Surygata,

2000).

Wiasciwoscifizykochemiczne gleb

Zanieczyszczenia ropopochodne trafiajgce do gruntu mogg w nim wystepowaé w trzech
formach: w postaci kropli zawieszonych w porach gruntu, jako warstwa przyklejona do wody
btonkowatej otaczajacej czasteczke gruntu oraz jako warstwa bezposrednio przyklejona do
czastki gruntu (Olanczuk-Neyman i in., 1994). Poniewaz grunt jest uktadem wielofazowym
(sktadajacym sie z substancji mineralnej, powietrza gruntowego, roztworu gruntowego oraz
substancji organicznej), zasadniczy wplyw na szybko$¢ rozprzestrzeniania sie oraz na
szybko$¢ rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych w tym $rodowisku bedg miaty wplyw
takie parametry, jak: porowato$¢, gestos¢ nasypowa i szkieletowa, sktad granulometryczny,
powierzchnia witasciwa, wodoprzepuszczalno$¢ i gazoprzepuszczalnosé, zawartos¢ wody,
temperatura, zawarto$¢ substancji organicznej, gteboko$é do lustra wody, ilos¢ opaddéw,

udziat kamieni i skat. Zawartos¢ wody gruntowej oraz ilos¢ opadéw wptywajg na ilos¢
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weglowodoréw przechodzacych do fazy rozpuszczonej. Z kolei wyzsza temperatura gleby
sprzyja zwiekszeniu ilosci weglowodoréw przechodzacych do fazy gazowej, jak réwniez ich
rozpuszczalnosci w roztworze glebowym. Maleje przy tym ich lepko$¢, co powoduje wzrost
mobilnosci fazy ciektej. Im wieksza jest gteboko$¢ do lustra wod gruntowych, tym wieksza
jest ilos¢ zanieczyszczen zatrzymywanych w strefie aeracji i lepsza ochrona wod gruntowych
przez skazeniem. Obecno$é substancji organicznej w glebie ma decydujacy wpltyw na
zachowanie substancji ropopochodnych w gruntach. Im wiecej substancji organicznych, tym
silniejsza jest ich sorpcja i mniejsza mobilno$¢ (Surygata, 2000). Grunty drobnoziarniste
zatrzymujg wieksze iloSci zanieczyszczen niz grunty gruboziarniste. Przykitadowo,
koncentracja resztkowa zanieczyszczen ropopochodnych w zwirach wynosi ok. 3000 mg/kg
suchego gruntu, a w drobnym i pylastym piasku jest do 10 razy wyzsza (Olafczuk-Neyman
i in., 1994). Bardzo duzy wptyw na trwato$¢ weglowodorow w glebie ma kwasowos$¢
hydrolityczna Hh oraz zawarto$¢ frakcji koloidalnej (Maliszewska-Kordybach, 1993).
Zawartos¢ frakcji koloidalnej, w sktad ktérej wchodzg réwniez substancje organiczne gleby,
odzwierciedla sorpcyjne wiasciwosci gleby. Natomiast kwasowo$¢ hydrolityczna (Hh)
w spos6b posredni charakteryzuje zaréwno sorpcyjne wiasciwosci gleb w stosunku do
weglowodoréw, jak i warunki biodegradacji tych zwigzkow. W wiekszosci gleb wielkosci Hh
skorelowane sa zaréwno z odczynem gleby decydujacym o aktywnos$ci mikroorganizmow
glebowych, jak i z zawartoscig prochnicy wptywajaca na procesy sorpcji. Stwierdzono, ze
trwatos¢ weglowodoréw w glebach wzrasta ze wzrostem kwasowosci hydrolitycznej

(Maliszewska-Kordybach, 1993; 1995).

Obecnos¢ innych substancji toksycznych

W gruntach zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi czesto spotyka sie
rébwniez inne substancje toksyczne, w tym jony metali ciezkich i pozostatosci Srodkéw
ochrony ro$lin oraz ich metabolitow. Opréocz DDT (dichlorodifenylotrichloroetan; Boopathy,
2000) wykrywano takze TNT (trinitrotoluen), TCE (trichloroetan), PCP (pentachlorofenole),
PCBs (polichlorowane bifenyle) itp. (Fritsche i Hofrichte, 2004). Obecno$¢ tych substancji
w glebie moze wplywaé na przebieg degradacji weglowodoréw, przyczyniajagc sie do
ograniczenia stopnia ich rozktadu lub catkowitego zahamowania aktywnos$ci enzymoéw
uczestniczacych w tym procesie (Boopathy, 2000). Nalezy jednak pamieta¢é o tym, ze
toksyczno$¢ ksenobiotykow nie zalezy tylko i wytacznie od ich stezenia w glebie, ale takze od
ich rozpuszczalnosci w wodzie, mobilnosci, biodostepnosci oraz wiasciwosci fizyko-

chemicznych (Cuypers, 2001; Femandez i in., 2005).
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3.4. Remediacja gruntdéw skazonych substancjami ropopochodnymi

Silne zanieczyszczenie gleby substancjami ropopochodnymi powoduje daleko idacg
degradacje szaty ro$linnej, az do catkowitego jej zaniku wigcznie (Surygata, 2000).
Pierwszym etapem przed rozpoczeciem likwidacji zanieczyszczenia jest doktadne
rozpoznanie miejsca, przyczyny, zasiegu skazenia oraz identyfikacji samego skazenia.
Doktadno$¢ rozpoznania decyduje o wyborze metody remediacji gruntu i sposobie
usuniecia/likwidacji zanieczyszczenia (KosScielniak i in., 1994). Znane sg r6znorodne metody
likwidacji zanieczyszczen produktami ropopochodnymi (Mrozowska, 1999; Clapperton 2000;
Tumau i in., 2002).

Termin ,,remediacja” pochodzi od angielskiego stowa ,remedy” i oznacza dostownie
»uzdrawianie”. W zaleznosci od stopnia zanieczyszczenia oraz charakteru rekultywowanego
$rodowiska remediacja moze odbywac sie metoda in situ (w miejscu zanieczyszczenia) oraz
ex situ (metoda ta polega na wydobyciu zanieczyszczonego gruntu lub wody, a nastepnie
przetransportowaniu ich w miejsce docelowe, gdzie bedg poddawane procesowi remediacji).

W obrebie metod in situ mozna wyréznic:

e remediacje obejmujaca: ptukanie gruntu (washing soil), wentylacje gruntu (soil
venting), metody termiczne (desorpcja goracg parg wodng, ogrzewanie mikrofalowe)
oraz metody wykorzystujace zjawiska elektrokinetyczne;

e bioremediacje obejmujacg uprawe gleby (landfarming), kompostowanie,
wykorzysta-nie metod z uzyciem bioreaktorow.

Do metod ex situ zaliczamy:

« remediacje obejmujgcg aktywng wentylacje gruntu, iniekcje powietrza, ptukanie
gruntu, metody ekstrakcji, metody adsorpcyjno-flotacyjne oraz metody termiczne
(ogrzewanie, spalanie),

* bioremediacje wykorzystujacg landfarming, procesy bioekstrakcji, bioremediacje

stymulowang wodg, bioremediacje stymulowangpowietrzem (Surygata, 2000).
3.4.1. Metody remediacji gruntéw zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi

3.4.1.1. Metodyfizykochemiczne

Obejmujg one metody termiczne (ogrzewanie, spalanie), ekstrakcje, przedmuchiwanie
gruntu parg wodng lub powietrzem z jednoczesnym odsysaniem, metody wykorzystujgce

zjawiska elektrokinetyczne (elektroforeza, elektroosmoza, elektroliza).
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Metody termiczne zapewniajg najwyzszg skuteczno$¢ usuwania zanieczyszczen z gruntu
(99,9%). Procesy niskotemperaturowe (260 -r 360°C) polegaja na odparowniu zanieczyszczen
ze ztoza i ich usunieciu metodg adsorpcyjng. Sposrod proceséw wysokotemperaturowych
najczesciej stosowana jest termiczna likwidacja zanieczyszczen w piecach obrotowych lub
urzadzeniach ze ztozem fluidalnym w temp. 1100°C. Metody termiczne in situ, jak odkazanie
mikrofalowe oraz witryAkacja (zeszklenie zanieczyszczonej gleby za pomocg wytworzonej
temperatury 1600 -4- 2000°C) znajdujg sie obecnie w fazie eksperymentalnej. Wadg tych
metod sg wysokie koszty oraz utrata aktywnosci biologicznej gleb (Lee i in., 1998; Greinert
i Greinert, 1999).

Ekstrakcja (mycie gruntu) umozliwia uwolnienie gruntu zaréwno od zanieczyszczef
organicznych, jak i nieorganicznych (metale ciezkie). W skiad roztworéw myjacych moga
wchodzi¢ kwasy i zasady nieorganiczne, zwigzki kompleksujace, jak réwniez S$rodki
powierzchniowo czynne. Proces ten obejmuje mieszanie zanieczyszczonej gleby z roztworem
myjacym, oddzielenie oczyszczonej gleby od roztworu, regeneracje roztworu myjacego
i utylizacje osadu zawierajgcego usuniete zanieczyszczenia i czgstki gruntu. Stosowanie tych
metod jest zalecane w przypadku gruntéw piaszczystych o zawartosci frakcji ilastych
i substancji humusowych nieprzekraczajgcych 10 “m15% (Greinert i Greinert, 1999; Rahman
iin., 2002).

Wentylacja gruntu pozwala na usuwanie lotnych frakcji zanieczyszczen. Dalsze
procesy obejmujg skraplanie i kondensacje weglowodoréw oraz zabiegi filtracji, adsorpcji lub
flotacji.

Metody wykorzystujgce zjawiska elektrokinetyczne to przede wszystkim elektro-foreza,
elektroosmoza oraz elektroliza. W metodach tych stosuje sie pole elektryczne, ktére wymusza

migracje zanieczyszczen w okreslonym kierunku (Virkutyte i in., 2002).
3.4.1.2. Metody biologiczne

Biologiczne oczyszczanie gruntéw z substancji ropopochodnych zwigzane jest
z mozliwoscig biodegradacji zanieczyszczen przez mikroorganizmy glebowe oraz
z warunkami $rodowiskowymi, ktére odgrywajg kluczowg role w procesach mikro-
biologicznego rozktadu weglowodoréw. Bioremediacje mozna przeprowadzi¢ sposobem in
situ lub ex situ, stymulujac rozwoj autochtonicznych bakterii lub wprowadzajac do gruntu
preparaty mikrobiologiczne zawierajgce mikroorganizmy aktywne w rozkiadzie
zanieczyszczen ropopochodnych (Greinert i Greinert, 1999). Bioremediacje gruntéw in situ

stosujemy wowczas, gdy zanieczyszczenie gleby produktami naftowymi jest powierzchniowe
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lub gdy jest ono na tyle gtebokie, ze siega wdd gruntowych, a takze wtedy, kiedy lokalizacja
zanieczyszczenia uniemozliwia wybranie gruntu.

Do sposobéw bioremediacji gruntdw in situ zaliczamy:

e uprawe gleby (landfarming),
« bioekstrakcje,

* biowentylacje,

« fitoremediacje.

Landfarming stosuje sie w przypadku zanieczyszczenia powierzchniowego gruntu do
gtebokosci 50 cm. Uprawa polega na okresowym oraniu, bronowaniu i zraszaniu woda.
Dzieki temu zapewnia sie odpowiednie warunki tlenowe i odpowiednig wilgotno$¢ wewnatrz
warstwy ziemi. Dodatkowe przyspieszenie rozktadu zanieczyszczen mozna uzyskaé stosujac
biopreparaty zawierajgce aktywne szczepy mikroorganizméw wyspecjalizowanych w roz-
ktadzie substancji ropopochodnych.

Bioekstrakcja to technika wykorzystywana do oczyszczania gtebokich warstw gruntu
0 dobrej przepuszczalnosci. W bioekstrakcji roztwor ptuczacy grunt z dodatkiem biogendw
zasilany jest hodowlg mikroorganizméw. Woda recyrkulowana odprowadzana jest okresowo
do kanalizacji badz kierowana do reaktora biologicznego.

Biowentylacja polega na wprowadzeniu powietrza do gruntu. Powietrze utatwia
parowanie i wydmuchiwanie lotnych frakcji weglowodoréw. Przyspiesza réwniez procesy
tlenowego rozktadu zanieczyszczen. Przeptyw powietrza odbywa sie w sposéb wymuszony
podcisnieniem lub nadcisnieniowo. Biowentylacje mozna wspomagac bioekstrakcja.

Fitoremediacja jest to rozwinieta w latach dziewiecdziesigtych XX wieku technologia
oczyszczania Srodowiska (gleby, wod gruntowych i powierzchniowych, osadéw $ciekowych
1 powietrza), ktéra wykorzystuje naturalne zdolnosci roslin do pobierania i gromadzenia
substancji zanieczyszczajgcych lub do ich biodegradacji (rozktadu wewnatrz tkanek
roslinnych). W zaleznosci od charakteru procesow biologicznych, ktére sg zaangazowane
w oczyszczanie srodowiska, wyrdznia sie cztery mechanizmy (a zarazem typy) fitoremediacji:
e fitoekstrakcja (lub fitoakumulacja) - pobieranie zanieczyszczen (szczeg6lnie pier-

wiastkéw $ladowych) z gleby przez korzenie i ich kumulacja w tkankach organéw
nadziemnych. Rosliny wykazujace bardzo duze zdolnosci akumulacji zanieczyszczen
okreslane sg terminem hiperakumutatoréw. Do roslin o takich wiasciwosciach nalezg
wierzba witwa (Salix vitaminalis), gryka, kukurydza, lucerna, perz, turzyca owiosiona,

bylica, bielun, rzezusznik Hallera, kapusta sitowata, tobotki alpejskie, smagliczki.
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Odmiang fitoekstrakcji jest ryzoflltracja, zachodzaca w zanieczyszczonym S$rodowisku
wodnym, w ktérym zanurzone sg korzenie roslin;

fitoodparowanie - zjawisko pobierania wody z zanieczyszczeniami i ich transpiracji
poprzez liscie. Mechanizmy tego zjawiska nie sg do konca poznane, ale wykazano
doswiadczalnie, ze rte¢, selen i lotne weglowodory mogg by¢ w ten sposéb
odparowywane (LeDuc i Terry, 2005; Meagher i Heaton, 2005);

fitodegradacja - zjawisko rozktadu zanieczyszczehA wewnatrz tkanek roslinnych pod
wplywem wytwarzanych przez roéliny enzymdw, ktdére katalizujg procesy degradacji.
Istotng role odgrywajag m.in. nitroreduktazy - uczestniczace w rozkladzie Srodkéw
wybuchowych, dehologenazy - biorgce udziat w rozkiadzie organicznych
chlorowcopochodnych, nitrylazy - rozkiadajace fosforany organiczne i peroksydazy -
uczestniczace w rozktadzie fenolu.

Fitoremediacja niesie ze sobg wielkie nadzieje z powodu niskich kosztéw, nieznacznego

przeksztatcenia istniejacych warunkow s$rodowiskowych i wizualnej atrakcyjnosci. Uwaza

sie, ze redukcja zanieczyszczen uzyskana droga fitoremediacji jest poréwnywalna do efektu

oczyszczania poprzez techniczng remediacje. Fitoremediacje przeprowadza si¢ na miejscu

wystepowania zanieczyszczenia, €0 znacznie obniza koszty oczyszczania. Efektem

koncowym fitoremediacji jest przywrocenie oczyszczanej glebie produktywnosci.

Czynnikami ograniczajagcymi zastosowanie fitoremediacji sa:
ograniczenie efektywnego dziatania do ptytkich warstw gleby,
wymaganie odpowiednio duzych powierzchni do stosowania zabiegéw agrotechnicznych,
powolny wzrost i specyficzne wymagania pokarmowe i wilgotnosciowe wielu
hiperakumulatoréw oraz zréznicowana tolerancja na inne zanieczyszczenia i na zasolenie
gleby,
zalezno$¢ szybkosci pobierania zanieczyszczen lub ich degradacji od zmiennych
warunkéw pogodowych i obecnosci innych skazen,
zbyt wysokie koncentracje zanieczyszczen wywotujace ostre uszkodzenia roslin i powo-
dujgce ich szybkie zamieranie (fitoremediacja powinna by¢ raczej uzupetnieniem innych
technik oczyszczania gleby),
nieznane w wielu przypadkach dziatanie toksyczne produktéw biodegradacji i wiasci-
wosci biologiczne,
niska efektywno$¢ w przypadku zanieczyszczen silnie zaabsorbowanych na czastkach

gleby.

Do metod bioremediacji ex situ zalicza sie bioremediacje agrotechniczng oraz pryzmowanie.
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Bioremediacja agrotechniczna obejmuje identyczne czynnosci, jak landfarming in
situ. Oczyszczanie gruntu przez uprawe gleby polega na ulozeniu jej warstwy na
geomembranie (folia z tworzyw sztucznych, glina, asfalt) izolujgcej podioze od skazonego
gruntu. Warstwa powinna by¢ zaopatrzona w urzadzenia do zbierania odciekdw glebowych.
Proces ten czesto jest stymulowany dodatkiem do skazonej gleby preparatéw bakteryjnych,
wody oraz sktadnikéw odzywczych (Greinert i Greinert, 1999).

Pryzmowanie prowadzi sie w warstwie gleby o wysokosci 1 2 m i szerokosci
578m, utozonej na geomembranie i zaopatrzonej w drenaz pozwalajacy napowietrza¢ ztoze
i odprowadza¢ odcieki. Do warstwy doprowadza sie wraz z wodg mikroorganizmy i sub-
stancje biogenne. Mozna réwniez wprowadzi¢ drobnoustroje immobilizowane na nosnikach
w postaci warstw lub miesza¢ immobilizat z gruntem (Greinert i Greinert, 1999).

W tabeli 1 podano przyblizone koszty oczyszczania gruntow z zastosowaniem réznych

metod remediacji.

Tabela 1

Poréwnanie kosztéw w zaleznosci od zastosowanej metody remediacji gruntu (Buzea
i DeStefanis, 1999; EPA, 2000)

Przyblizony koszt oczyszczenia 1 ton
Technologia remediacji y y y y

gruntu
Biologiczne oczyszczanie fazy statej < 150%
(Solid phase biological treatment)
Biologiczne oczyszczanie fazy cieklej oraz 80-230 $
osadow
(Slurry phase biological treatment)
Mycie gleby (Soil washing) 554 165 $
Odsalanie (Dehalogenation) >450 $
Ekstrakcja chemiczna (Chemical extraction) 65 4- 300 $
Desorpcja zanieczyszczen w niskich < 150%
temperaturach
(Low temperature desorption)
Chemiczna redukcja/utlenianie 150 4-450 $
(Chemical reduction/oxidation)
Desorpcja zanieczyszczen w wysokich 150 4-450 $
temperaturach
(High temperature desorption)
Spalanie (Incineration) 120 4-1175 $
Wydobycie i sktadowanie 70 4-550 $
(Excavation and disposal)
Zestalanie/stabilizacja 70 4200 $
(Solidification/stabilization
Witryfikacja (vitrification) 770 $
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3.4.2. Rola mikroorganizmoéw ryzosferowych w bioremediacji gleb zanieczyszczonych
substancjami ropopochodnymi

Prawidtowy rozw6j roslin na terenie zanieczyszczonym wymaga wytworzenia
wiasciwych systeméw ochronnych przed toksycznym dziataniem owych zanieczyszczen.
W rozwoju roélin na terenach skazonych pomaga dobrze wyksztatcony ekosystem glebowy,
ktéry pozytywnie oddziatuje na system korzeniowy rosliny. Aktywno$¢ mikroorganizmow
w strefie korzeniowej jest jednym z czynnikéw warunkujgcych wzrost roélin i ich odpornos$¢
na zanieczyszczenie. Strefa obejmujgca glebe otaczajgca korzen, jego powierzchnie i komorki
kory, czesto skolonizowane przez mikroorganizmy, nazywana jest ryzosferg (Leyval i in.,
1997; Tumau i in., 2002; Jeffries i in., 2003).

Z badan nad mikroorganizmami ryzosferowymi wynika, ze w warstwie gleby przyleglej
do korzeni ro$lin spotyka sie bakterie i grzyby w wielokrotnie wiekszej ilosci (od kilku nawet
do kilkuset razy) niz w glebie poza zasiegiem korzeni. W ryzosferze mozna wyro6zni¢ kilka
strefo roznym zageszczeniu mikroorganizmow:

e endoryzosfere - stanowigjg mikroorganizmy wnikajgce do epidermy i kory korzenia,
zwane czesto endofitami;

e ektoryzosfere - obszar gleby bezposrednio przylegajacej do komorek epidermy wraz
z mikroorganizmami, o grubosci do kilku milimetrow;

e rizoplan - strefe mikroorganizmow, ktére przylegaja $cisle do korzeni (Mrozowska,
1999).

W ryzosferze wystepuje Scista zalezno$¢ miedzy ro$ling, gleba i mikroorganizmami. Jest
ona zasilana w bogate energetycznie wydzieliny korzeniowe, skladajgce sie z produktow
fotosyntezy rosliny, m. in. cukréw, aminokwaséw, kwaséw organicznych, a takze witamin
i enzymow, co sprawia, ze strefa ta jest dogodnym siedliskiem do rozwoju mikroorganizmow.
Kazdy gatunek rosliny posiada inny sktad wydzielin korzeniowych, a ilo$¢ i jakos$¢ tych
wydzielin determinuje sklad gatunkowy ,spotecznosci” ryzosfery. Bakterie i grzyby
wykorzystuja te produkty i martwe komorki korzeni do swojego wzrostu i rozwoju
(Clapperton, 2000). Badania gleb zanieczyszczonych ropg naftowg oraz roslinnosci pol
naftowych pozwolity na wyro6znienie grupy roélin zwanej naftofitami. Sg to roé$liny, ktére
doskonale przystosowaty sie do zycia w skrajnych warunkach zanieczyszczenia produktami
ropopochodnymi. Tolerujg one bardzo wysokie stezenia ropy naftowej, eliminujgce inne
gatunki roslin. Naftofity wyraznie przyspieszajg degradacje zanieczyszczen ropopochodnych,

absorbuja, kumulujg i metabolizujg weglowodory (zanieczyszczenia naftowe moga stanowié

38



7 + 15% masy rosliny), silnie rozrastajg sie i krzewia, produkujac duzo biomasy. Geste
systemy korzeniowe naftofitbw zapewniajag stabilno$¢ gruntu, uniemozliwiajg jego
rozmywanie i wymywanie toksycznych weglowodordw do masy glebowej, powstrzymujg
procesy erozyjne. Przyktadami naftofitbw sg m. in.: turzyca owtlosiona (Carex hirta L.),
Smialek darniowy (Deschampsia caespitosa (L.) P.B.), stoktosa (Bromus spp.), kupkéwka
pospolita (Dactylis glomerata L.), wiechlina roczna (Poa annua L.), pokrzywa zwyczajna
{Urtica dioica L.), jaskier roztogowy (Ranunculus repens. L.), czeremcha pospolita {Prunus
padus L.), wierzba iwa (Salix caprea L.), (Rézanski, 2002).

Jedng z wazniejszych grup organizmow ryzosferowych, obok bakterii, sg grzyby
mikoryzowe. Zajmujg one szczegdlne miejsce wsérdd mikroorganizméw strefy korzeniowej,
gdyz sa szeroko rozpowszechnione. Sa okreslane mianem biotroféw, co oznacza, ze tylko
okresowo moga rosng¢ bez kontaktu z korzeniami roslin. Przez pojecie mikoryzy rozumiemy
wzajemnie korzystne wspotzycie roslin i specyficznych grzybéw symbiotycznych,
nawigzujagcych bezposredni kontakt z korzeniami rosliny-gospodarza (Badura, 2004).
Mikoryzy sa wysoce rozwinietymi zaleznoSciami mutualistycznymi miedzy grzybami
glebowymi i korzeniami roslin, w ktorych grzyby czerpig korzysci pobierajgc zwiazki wegla
wytworzone przez rosline w procesie fotosyntezy, a ta z kolei dzieki wspoétdziataniu
otrzymuje mineralne substancje odzywcze (www.ffip.csiro.au/research/mycorrhiza/intro.html).
Partnerami tej symbiozy sa cztonkowie krolestwa grzybow (Fungi), nalezacy do typdéw:
podstawczaki {Basidiomycota), workowce (Ascomycota), sprzezniaki (Zygomycota) i rosliny
naczyniowe (Plantae vasculares) (Trouvelot i in., 1986; Berg in., 2000). Poszczegodlne
gatunki roslin wsp64zyja z r6znymi gatunkami grzybdw mikoryzowych, czesto nalezacych do
roznych taksonéw. Z tego wzgledu wyro6znia sie kilka podstawowych typow mikoryz,
uwzgle-dniajagcych zaréwno morfologie korzeni rosliny mikoryzowej oraz fizjologie
symbiozy, jak i wspomniane zaleznosci gatunkowe. Bardzo rzadko zdarza sie, by w obrebie

jednej rodziny ro$lin wystapity dwa rézne typy mikoryzy (http://mycorrhiza.ag.utk.edu).

Endomikoryza (mikoryza wewnetrzna) jest najbardziej rozpowszechniong mikoryza,
zasiedlajacg 80 + 90% roslin zyjacych na Ziemi. Wyrdznia sie jej dwa rodzaje: mikoryze
arbuskulama (arbuscular mycorrhizal fungi AMF) lub mikoryze wezikulamo - arbuskulamg
(vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi VAM) (Borkowska, 2004). Grzyby, tworzace
mikoryze arbuskulama, to gidwnie przedstawiciele rzedu Glomales, nalezacy do typu
sprzezniaki (Zygomycota) (www.ffp.csiro.au/research/mycorrhizal/intro.html). Cecha chara-

kterystyczng tego rodzaju mikoryzy jest zdolno$¢ penetracji zaréwno przestrzeni
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miedzykomorkowych, jak i wnetrza zywych komérek kory korzenia (Tumau i in. 2002).
Oprocz arbuskul tworzone sg rowniez pecherzyki (wezikule). Uwaza sie, ze w pecherzykach
gromadzone sg substancje zapasowe, ktére w skrajnych warunkach moga by¢ udostepnione

ro$linom (Borkowska, 2004).

Ektomikoryza wystepuje na 3 + 5% roélin, gtébwnie drzewiastych, zaréwno
nagozalgzkowych (Gymnospermae), jak i okrytozalagzkowych (Angiospermae) (Tumau i in,,
2002). Mikoryzy te tworzg gtownie gatunki nalezagce do podstawczakéw (Basidiomycota),
rzadziej workowcow (Ascomycota). Znaleziono tez Kkilka gatunkéw nalezagcych do
sprzezniakéw (Zygomycota) (Borkowska, 2004). Grzyby tworzace mikoryze zewnetrzng
wyksztatcajg strzepki przylegajagce do korzenia i wrastajagce miedzy komérki epidermy
wierzchotkow miodych, aktywnie rosnacych korzeni. Na powierzchni korzeni tworzy sie
mniej lub bardziej gesty splot, zwany opil$nig czy mufka grzybniowa, ktérej witasciwosci
zalezg od gatunku grzyba symbiotycznego, zdolnosci do chioniecia wody oraz syntezy
kwaséw organicznych (Tumau i in., 2002). Grzybnia wrasta takze do wnetrza korzenia
pomiedzy komorki koiy pierwotnej tworzac zawitg strukture, zwang siecig Hartiga

(www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/intro.html).

Ektendomikoryza (mikoryza arbutoidalna) jest morfologicznie bardzo zblizona do
ektomikoryzy, a upodabnia ja obecno$¢ mufki grzybniowej i sie¢ Hartiga, lecz posiada
réwniez cechy endomikoryzy, takie jak penetracja srodkomoérkowa, ktéra charakteryzuje sie
brakiem arbuskul i pecherzykéw. Tworza ja wytgcznie grzyby nalezace do podstawczakow
(Basidiomycota) (Kendrick, 2001). Szczegbélnym rodzajem ektendomikoryzy jest mikoryza
monotropoidalna, w ktorej grzyby kolonizuja nieposiadajace chlorofilu rosliny z rodziny
Monotropaceae (np. Monotropa uniflora), wytwarzajgc sie¢ Hartiga i mufke. Te same grzyby
tworzg tez stowarzyszenia ektomikoryzowe z innymi drzewami, tworzac tacze, przez ktére
substancje odzywcze mogg ptynaé od samozywnej rosliny giéwnej do cudzozywnej rosliny

pasozytniczej (David i in., 2005).

Mikoryze erikoidalng formujg grzyby nalezace do workowcow (Ascomycota) u roslin
nalezagcych do rodziny wrzosowatych (Ericaceae) (David i in., 2005). Strzepki grzybni
wrastajg do korzeni, rozgateziajagc sie w przestrzeniach miedzykomaérkowych. Grzybnia
rozrasta sie na zewnatrz korzeni, tworzac struktury zastepujace wiosniki, ktérych brak u tej
grupy ro$lin. Nie tworzy jednak mufki ani sieci Hartiga. Mikoryza ta nigdy nie tworzy tez

gatgzek (arbuskul) i pecherzykéw (wezikul) (Borkowska, 2004). Strzepki grzyba sag
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»upakowane” w komdrkach kory korzenia i sa przystosowane do wystepowania na korzeniach

roslin preferujgcych gleby kwasne czy torfowe (David i in., 2005).

Mikoryze storczykowg formuja grzyby nalezace do podstawczakéw (Basidiomycota)
u roslin z rodziny storczykowatych (Orchidaceae). Grzybnia tworzy w korzeniach zwoje
wewnatrz komarek, lecz nie tworzy charakterystycznych dla endomikoryz arbuskul i wezikul.
Mtode rosliny, a czesto nawet doroste, sg catkowicie zalezne od grzybéw mikoryzowych,
ktére potrzebne sg im do przezycia. Zauwazono, ze hodowane w warunkach szklarniowych
storczyki, odizolowane od partnera grzybowego, nie rosng (Kendrick, 2001).

Zdolnos¢ systemu korzeniowego ro$lin do wspotzycia z mikroorganizmami, a w szcze-
golnosci do tworzenia mikoryz, pozwala przetrwa¢ roslinom, a nawet akceptowac stresy
wywotane patogenami glebowymi, susza, wahaniami odczynu gleby czy skazeniami. Jest to
zwigzane ze zmiang wiasciwosci fizycznych korzeni. Mikoryza modyfikuje architekture
korzeni: wtérne metabolity o charakterze hormonéw stymulujag wyraznie rozrost korzeni
(Dick i in., 1997; Badura, 2004); system korzeniowy jest bardziej rozgateziony, zawiera
wiecej bocznych korzeni, zajmuje wiekszg objetos¢ podtoza. Dzieki temu penetracja gleby
jest lepsza, co powoduje lepsze zakotwiczenie ro$lin i wigze sie z wydajniejszym pobieraniem
sktadnikéw pokarmowych oraz wody z roztworu glebowego. W rezultacie nastepuje
obnizenie kosztéw energetycznych rosliny i jako wtorny efekt obserwuje sie stymulacje
wzrostu jej zielonej czesci (Borkowska, 2004). Czynnik ten jest szczegGlnie wazny na
terenach skazonych, gdyz pozwala na tatwiejsze przystosowanie sie roslin do warunkow
niekorzystnych, wynikajacych z oddziatywania ksenobiotykéw. Kolonizacja wnetrza korzeni
przez strzepki grzybéw mikoryzowych powoduje zmiany zarébwno morfologiczne, jak i fizjo-
logiczne u obu symbiontéw, w tym zmiane sktadu i ilosci wydzielin korzeniowych oraz
produkcje w strzepkach grzybowych biatkowej substancji organicznej - glomaliny (Wright
i Upadhyaya, 1999; Rillig i in., 2002a). Glomaliny, nazywane czesto ,.klejem glebowym?, to
glikoproteiny produkowane przez grzyby mikoryzy wezikulamo-arbuskulamej. Ta glebowa
substancja organiczna zostata odkryta w latach 90. XX wieku przez Sare Wright (Wright
i Upadhyaya, 1996; Wright i in., 1996; Wright i Upadhyaya, 1998). Swojg nazwe zawdziecza
grzybom mikoryzy wezikulamo-arbuskulamej zaliczanych do rzedu Glomaceae (Rillig i in.,
2002b; Lesniak, 2006). Do tej pory nie udato sie ustali¢ doktadnej budowy molekularnej tego
biatka. Wiadomo tylko, ze jest to glikoproteina z N-koncowym tancuchem oligo-
sacharydowym, silnie hydrofobowa, zawierajgca 1-s-9% zelaza w czasteczce (Nichols, 2004).

W glomalinach koncentruje sie blisko 30% wegla zawartego w glebie. Ich masa stanowi ok.
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2% og0lnej masy agregatow glebowych. Glomaliny magazynowane sg w strzepkach grzybéw
mikoryzowych, a w chwili pobierania wody i sktadnikéw odzywczych przez grzybnie,
glomaliny chronig koncowki strzepek. Kiedy transport sktadnikéw odzywczych ustaje,
glomaliny zostajg ,,wyrzucone” na zewnatrz, gdzie optaszczajg czasteczki glebowe i tgczaje
ze sobg, tym samym uczestniczac w tworzeniu gruzetkowatej struktury gleby. Ufatwiajac
zlepianie czastek mineralnych, powodujg wzrost odpornosci gleb na erozje. Ponadto
adsorbujg skiadniki pokarmowe i opdzZniajag rozktad materii organicznej. Glomaliny
odpowiadajg rowniez za stabilno$¢ wodna agregatéw glebowych (WSA) (Rilling i in., 2001).
Zabiegi uprawowe oraz zmiany $rodowiskowe nie sprzyjajg produkcji glomalin (Rillig i in.,
2003).

Wyksztatcenie pokrywy roslinnej na terenie skazonym substancjami ropopochodnymi
uwarunkowane jest pojawieniem sie symbiotycznych grzybéw (Ortowska i in., 2005).
Samoistna kolonizacja korzeni przez grzyby mikoryzowe jest jednak diugotrwata, dlatego
wskazane jest zaszczepienie podioza zarodnikami wyselekcjonowanych szczepéw tychze
grzybéw. Wazne jest przy tym, by wprowadzane gatunki byly odporne na skazenie
wystepujace w glebie, a takze by potrafity przezy¢é w konkurencji z innymi organizmami

mogacymi pojawi¢ sie na danym terenie.

3.5. Ocena ekotoksykologiczna gleb

Duze zroznicowanie sktadu ilosciowego i jakoSciowego zanieczyszczen $rodowiska
gruntowego utrudnia lub wrecz uniemozliwia ocene istniejagcego stanu zagrozenia, a takze
przewidywanie skutkéw skazenia oraz ocene postepow procesu bioremediacji. Pojawiajg sie
problemy z doborem odpowiednich metod analitycznych stuzacych do wykrywania i szaco-
wania ilosci substancji toksycznych wystepujagcych w S$rodowisku. W takiej sytuacji
najlepszym rozwigzaniem jest stosowanie metod monitoringu biologicznego (Kanska
i Lebkowska, 1994). Biomonitoring mozna podzieli¢ na trzy typy:

- biomonitoring typu 1, ktéry polega na badaniu oddziatywania zanieczyszczenia na
zespoty organizméw w badanym ekosystemie,
- biomonitoring typu 2 obejmuje badania biokoncentracji zanieczyszczen w organizmach
danego ekosystemu,
biomonitoring typu 3 dotyczy opisu oraz prognozowania skutkow oddziatywania
substancji zanieczyszczajagcych na organizmy i ekosystemy

(Walker i in., 2002).
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W szerokim rozumieniu biomonitoring obejmuje zaréwno bioindykacje (tac. indicare -
wskazywac), czyli wykorzystanie wybranych organizméw wskaznikowych do oceny skazenia
Srodowiska, jak i rejestrowanie stanu przyrody ozywionej w danym Srodowisku. W zakres
tego typu badan wchodzg testy toksykologiczne prowadzone w laboratoriach, badania
w modelowych mikro- i makrozespotach oraz badania w warunkach polowych.
Toksykologiczne badania laboratoryjne stanowig pierwszy krok do poznania szkodliwosci
zwigzkéw chemicznych, ich mieszanin i produktow metabolizmu. Na podstawie testow
toksykologicznych dokonywana jest ocena zagrozenia dla badanych populacji w zakresie
$miertelnosci, wzrostu, reprodukcji i zaburzen w procesach fizjologicznych (Kanska
i Lebkowska, 1994). Szkodliwe dziatanie na ozywiong cze$¢ ekosystemu moze wptywac
zardwno na jego funkcjonowanie, jak i na strukture. Przez pojecie ,,funkcjonowanie” nalezy
rozumie¢ ztozone zaleznosci niezbedne do utrzymania ekosystemu. Zasadniczg role
w funkcjonowaniu ekosystemow odgrywajg zaleznosci troficzne, w tym przekazywanie
skfadnikoéw pokarmowych i energii. Z tego tez powodu istotne jest, aby badania uwzgledniaty
przedstawicieli reprezentujgcych wszystkie ogniwa tafcucha pokarmowego, tj. producentéw
pierwotnych, wtérnych, konsumentéw oraz reducentéw - organizmy odpowiedzialne za
rozktad materii. Zaburzenia w $rodowisku spowodowane jego zanieczyszczeniem na og6t
zaznaczaja sie jako zmiany ilosciowe lub/oraz w postaci zmian biomasy sktadnikow. Nalezy
w tym przypadku rozrozni¢ skutki dziatania biodepresyjnego (Smiertelno$é, zahamowanie
wzrostu i rozmnazania) od skutkéw dziatania biostymulujgcego (eutrofizacja, wystapienie
nowych gatunkéw itp.). Oba te efekty mogg wywiera¢ szkodliwe dziatanie na ekosystem
(OECD, 1997). Dobor biotestow zalezy przede wszystkim od sposobu uzytkowania i funkcji
gleby (tab. 2). Bezposrednie badanie gleb umozliwia ocene ich jakos$ci jako miejsca wzrostu
roslin oraz bytowania biocenozy glebowej (funkcja habitatu). Analiza wodnych wyciggéw
glebowych pozwala na kontrole zanieczyszczen wymywanych ze $rodowiska glebowego,
ktére w wyniku infiltracji lub sptywéw powierzchniowych moga przedostawac sie do wod,
oddziatujac w ten sposéb na rozwoj biocenozy wodnej (Kotwzan, 2005).

W $rodowisku przyrodniczym organizmy sg czesto narazone na dziatanie zlozonej
mieszaniny substancji skazajgcych $rodowisko. W badaniach toksykologicznych zaktada sie
ich dziatanie addytywne (o ile nie ma niezbitych dowodéw o dziataniu przeciwnym). Innymi
stowy, toksyczno$¢ mieszaniny zwiazkéw powinna by¢ zblizona do sumy toksycznosci jej
pojedynczych sktadnikéw. Z reguty jednak toksyczno$¢ mieszanin jest znaczaco wyzsza niz

toksycznos$¢ addytywna (Walker i in., 2002).
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Ocena ekotoksykologiczna wymaga interdyscyplinarnego podejscia obejmujacego
zarowno badania fizykochemiczne, toksykologiczne, jak i ekologiczne. Studia ekotoksy-
kologiczne koncentrujg sie gtéwnie na ekologicznych i toksykologicznych efektach
obserwowanych z perspektywy czasu, dzieki czemu mozliwy jest do zarejestrowania zwigzek
przyczynowo - skutkowy pomiedzy substancjg a efektem jej obecno$ci w $rodowisku. Sam
biomonitoring jest jednak niewystarczajacym narzedziem, aby moc zidentyfikowac
przyczynowe czynniki naruszenia réwnowagi S$rodowiska. Podobnie rdwniez samoistna
analiza chemiczna zanieczyszczen wystepujacych w ekosystemach tylko posrednio swiadczy
0 zagrozeniu toksykologicznym w stosunku do organizméw zywych. Tylko zintegrowane
badania uwzgledniajgce analize skazenia S$rodowiska, wystepujagcych w nim i przewi-
dywanych stezen ksenobiotykdéw, ich toksycznosci, biodostepnosci, drég migracji, a takze
podatnosci na biodegradacje pozwala prawidtowo rozezna¢ oraz oceni¢ ryzyko zwigzane

z zagrozeniem spowodowanym przez te substancje (Fent, 2004).
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Tabela 2

Kryteria selekcji biotestdw w zaleznosci od przewidywanego sposobu uzytkowania gleby
(DECHEMA, 2001)

Sposdb uzytkowania
gleby

System
prowadzonych
testow
biologicznych
Grunty znajdujace
sie ponizej terendw
uszczelnionych
Tereny
nieuszczelnione
wykorzystywane
przemystowo
Gleba stuzaca do
pokrywania lub
uzupetniania
powierzchni
Tereny zielone,
parki i tereny
rekreacyjne
Tereny uzytkowane
ogrodniczo i
rolniczo

Typy organizméw
wskaznikowych

Funkcja retencyjna

Testy na organizmach
wodnych

nie

tak

tak

tak

tak

bakterie
luminescencyjne,
glony:
capricomutum,
ScenedesmLs
subspicats,
Chlorella vulgaris,
skorupiaki:
nia
Ce?"laphodaphnia Cubia,
Thamnooephalus
platyurus, Heterocypris
incongruens

pierwotniaki:
Tetrahymena
themophila,
_ryby:
Poecilla reticulata,
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Funkcja gleby

Funkcja habitatu (siedliskowa)

Miejsce wzrostu roslin

Miejsce bytowania
biocenozy glebowej

Testy na organizmach glebowych

nie
nie
tak

tak

tak

rodliny wyzsze:
| kategoria:

rajgras (Lolium perenne), ryz
(Oryzasativa),

owies (Avena sativa), pszenica
(Triticum aestivum), sorgo

Il kategoria:
gorczyca (Brassica dtﬁ;,
rzepak (Brassica nepLs),

rzodkiew (Raphanus sativus),
rzepa (Brassica rapa),
kapusta chiriska Brassica
campestris,
111 kategoria:
wyka (Viciasativa), fasola
ztota (Phaseolus aLrreus)
koniczyna czerwona Trifolium

Kozieradka pospolita Trifoilicm
omithopodiodes, satata
(Lactuca sativa), rzezucha
Lepidium sativum,

Do badan uzywa sie co
najmniej trzech gatunkéw
rodlin po jednym z kazdej
kategorii.
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4. MATERIALY | METODYKA BADAN

4.1. Materiaty

4.1.1. Gleba

Badania obejmowaly eksperymenty prowadzone zaréwno w  warunkach
laboratoryjnych, jak i naturalnych. W doswiadczeniach wykorzystano probki gleb pobranych
z dwoch miejsc, ktére oznaczono jako:

» gleba A - Czechowice-Dziedzice, teren rafinerii (w poblizu dotéw kwasowych),
» gleba B - Czechowice-Dziedzice, w odlegtosci ok. 150 m od ptotu ograniczajgcego
teren rafinerii.

Prébki gleb pobierano z gtebokosci 0 30 cm, suszono na powietrzu i przesiewano
przez sito o $rednicy oczek 2 mm w celu ujednorodnienia badanego materiatu. Tak
przygotowane materialty nawilzano wodga redestylowana do uzyskania wilgotnosci ok. 70%
catkowitej pojemnosci wodnej (z ang. water-holding capacity - WHC), zwracajac uwage na
dokfadne ich wymieszanie. Dla uaktywnienia mikroflory glebowej pojemniki z prébkami
wstawiono na 7 dni do komory fitotronowej, gdzie utrzymywano temperature na poziomie

20x2°C.

4.1.2. Odcieki glebowe
Prébki gleb o masie 10 kg, przygotowane w sposéb opisany w p. 4.1.1, umieszczono
w lizymetrach (dtugosé, 40 cm, $rednica 15 cm) z perforowanym dnem ($rednica otworéw 1

mm). Pod lizymetrami umieszczono pojemniki, do ktorych sptywaty odcieki glebowe (rys. 2).

4.1.3. Materiaty biologiczne
W doswiadczeniach wykorzystywano kwalifikowany materiat roslinny zakupiony
w firmie Herbador (Bydgoszcz) oraz w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (Skier-
niewice). Bylo to sze$¢ gatunkéw roslin wyzszych - dwa nalezace do jednolisciennych:
pszenica zwyczajna (Triticum vulgare V.) i zyto zwyczajne (Secale cereale L.) oraz cztery
nalezace do dwuliSciennych: rzezucha takowa (Cardamine pratensis L.), koniczyna biata
{Trifolium repens V.), gorczyca biata (Sinapis alba L.) i og6rek siewny (Cucumis sativus L.).
Glony Scenedesmus guadricauda zakupiono w firmie MicroBioTest w Belgii.
W testach zootoksycznosci uzywano dzdzownic z gatunku Eisenia fetida,

pochodzacych z hodowli Siudzifiskich w Konstancinie-Jeziomej. Slimaki Physa acuta Drap
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pochodzity z hodowli wlasnej Katedry Biotechnologii Srodowiskowej Politechniki Slaskiej

w Gliwicach.

4.2. Metody analityczne

4.2.1. Metody analiz materiatu glebowego
Oznaczenia podstawowych wiasciwosci materiatlu glebowego wykonano zgodnie

z metodyka wg Ostrowskiej i in. (1991). Oznaczono:

- skbad granulometryczny - metodg areometryczng Cassagrande w modyfikacji

Proszynskiego,

- odczyn (pH) gleby w roztworze wodnym 1M KC1,

- kwasowos¢ hydrolityczng - metodg Kappena,

- sume kationéw metali o charakterze zasadowym - metodg Kappena,

- pojemnos¢ sorpcyjna,

- wegiel organiczny utlenialny - metodg Tiurina,

- fosfor ogélny - metodg molibdenowanadofosforanowg

- azotogolny - zmodyfikowang metodg Kjeldahla,

- azotamonowy - metodga destylacji,

- azot azotynowy - metodg destylaciji,

- azot azotanowy - metodg destylacji,

- zawarto$¢ kwaséw huminowych wg Schnitzera (1982).

Suchg mase prébek glebowych okreslano metodg prazenia w 105°C do statej masy.
4.2.1.1. Oznaczanie wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA)

Zawarto$¢ wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) w glebie
oznaczono w Instytucie Ekologii Terenéw Uprzemystowionych (IETU) w Katowicach
metodg wysoko sprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg fluorescencyjng (HPLC/FID)

zgodnie z procedurg PB-06 IETU (1999).
4.2.1.1.1. Oznaczanie WWA w glebie

Probki gleby do analizy suszono w suszarce w temperaturze ok. 30°C, a nastepnie
przesiewano przez sito o $rednicy oczek 1 mm.

W zaleznosci od spodziewanego stopnia zanieczyszczenia gleb do ekstrakcji odwazano
(z doktadnoscig 0,0001 g) probki o masie: 10g gleby w przypadku gleb stabo
zanieczyszczonych WWA lub 1-5 g w przypadku gleb silnie zanieczyszczonych. Ekstrakcje
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prowadzono dichlorometanem (CH2Cl2) w automatycznym ekstraktorze Soxtherm (firmy
Gerhardt), w temperaturze 135°C przez 3 godziny. Ekstrakty przenoszono ilosciowo do
zlewek o pojemnosci 25 cms i zatezano w temperaturze pokojowej w tagodnym strumieniu
azotu do objetosci okoto 1 cm’ Tak przygotowane zatezone ekstrakty oczyszczano na
szklanych kolumienkach o $rednicy 1 cm, wypetnionych 1 g Florisilu (deaktywowanego 4%
wody). Frakcje zawierajgca WWA wymywano ze zloza, przemywajac je dwukrotnie
dichlorometanem, tak aby uzyskaé¢ 10 cms eluatu. Eluat zatezano w temperaturze pokojowej
w tagodnym strumieniu azotu do objetosci okoto 1 cm3.

Oznaczenia ilosciowe i jakoSciowe WWA w ekstraktach glebowych wykonywano
metodg HPLC 1z wykorzystaniem chromatografu cieczowego HP1050 2z detektorem
fluorescencyjnym HP 1046A firmy Hewlett-Packard.

Rozdziat ~mieszaniny WWA prowadzono na kolumnie chromatograficznej
BAKERBOND PAH 16-Plus o wymiarach: dtugo$¢ 250 mm, $rednica wewnetrzna 3 mm,
wypetnionej fazg niepolamg C18 o $rednicy ziaren 5 pm, z przedkolumng firmy Baker.
Kolumne termostatowano w 27°C. Do rozdziatlu mieszaniny 15 WWA stosowano elucje
gradientowg w mieszaninie metanol/woda (75% metanolu i 25% wody). Czas rozdziatu
mieszaniny na kolumnie wynosit 30 min, przeptyw fazy ruchomej przez kolumne -
0,5 cms/min, objeto$¢ analizowanej probki - 2 pi.

Oznaczenia jako$ciowe badanych WWA wykonano stosujac dtugosci fali odpowiednie
dla poszczeg6lnych zwigzkéw. Rejestracje danych wykonywano za pomocg systemu
komputerowego z oprogramowaniem Chemstation w $rodowisku Windows 95. Do analizy
iloSciowej WWA zastosowano metode wzorcow zewnetrznych. Roztwory wzorcowe
przygotowano z mieszaniny weglowodorow PAH Mix PM-611 Ultra Scientific rozpu-
szczonych w dichlorometanie. Kazdy roztwo6r wzorcowy wstrzykiwano pieciokrotnie, wyniki
oznaczen usdredniano i sporzadzono Kkrzywa kalibracyjng. Krzywe Kkalibracyjne dla
poszczegblnych WWA w zakresie stezen 0,057-1,20 ng/pl miaty charakter liniowy
0 wspotczynniku korelacji powyzej 0,998, a wspdiczynnik zmiennosci w catym zakresie
stezen nie przekraczat 20 %.

Dok#tadnos$¢ zastosowanej metody okreslono przez wyznaczenie btedu wzglednego,
ktéry nie przekraczat 15% oraz precyzji, ktéra miescita sie w zakresie od 30,4 do 34,8%.
Wielko$¢ odzysku dla poszczegélnych WWA miescita sie w zakresie od 83,2 do 101,7%.
Granice oznaczalnosci [w mg/kg s.m. gleby] wynosity odpowiednio: 0,006 dla naftalenu
(Naft); 0,005 dla acenaftenu (Ace); 0,003 dla fluorenu (FI); 0,046 dla fenantrenu (Fen); 0,001
dla antracenu (Antr); 0,009 dla fluorantenu (FI); 0,007 dla indeno(l,2,3-c,d) pirenu (IP); 0,005
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dla pirenu (Pir), benzo(b)fluorantenu (BbF), dibenzo(a,h)antracenu (DiahA); 0,043 dla
chryzenu (Chr); 0,004 dla benzo(a)antracenu (BaA), benzo(k)fluorantenu (BKF),
benzo(a)pirenu (BaP) i benzo(ghi)perylenu (BghiP). W kazdej serii oznaczen stosowano
odpowiednie $lepe prébki odczynnikowe oraz okresowo badano certyfikowany materiat

odniesienia CRM 104-100 firmy RT Corporation (USA).
4.2.1.1.2. Oznaczanie WWA w odciekach gleb

Do oznaczania WWA w ekstraktach glebowych zastosowano metodyke podobng do
wykorzystywanej w analizach gleby (p. 4.2.1.1.1). Réznica polegata jedynie na sposobie
ekstrakcji weglowodoréw z matrycy.

Probki odciekow glebowych o okre$lonej objetosci (min. 100 cm3) przed ekstrakcja
utrwalono metanolem ¢ cm3l dmJ), a nastepnie przepuszczano przez szklane kolumienki
0 pojemnosci 8 cm) wypetnione podwojng fazg C18/NH2 o wielkosci ziarna 40 pm. Przed
wprowadzeniem ekstraktéw kolumienki kondycjonowano metanolem (2 razy po 3 cm3),
nastepnie 5 cms 2-propanolu. Bezposrednio przed ekstrakcjg do kolumienek wprowadzano po
5 cms mieszaniny 2-propanol:woda w stosunku objetosciowym 2:98. Do analizowanych
probek odciekéw glebowych dodawano 2-propanol w ilosci 10% objetosci prébki i catosc
dobrze mieszano. Nastepnie sgczono prébke ekstraktu glebowego przez kolumienke
(z szybkoscig okoto 4-6 cms/min). Po ekstrakcji kolumienke przemywano wodg (2 cm3) i su-
szono podcisnieniowo z uzyciem pompki wodnej przez 20 min. Elucje WWA prowadzono,
przepuszczajac przez kazdg kolumienke dichlorometan: 2 razy po 3 cm" i raz 2 cm3. Eluat
zbierano w kalibrowanej probowce, nastepnie zatezano (w temperaturze pokojowej)
w tagodnym strumieniu azotu prawie do sucha. Przed analizg do prébki dodawano 0,5 cms
dichlorometanu, szczelnie zamykano i mieszano. Tak przygotowany ekstrakt analizowano

metodg HPLC w sposdb opisany w rozdziale 4.2.1.1.1.

4.2.12. Oznaczanie weglowodoréw ropopochodnych w glebie metodg spektrometrii
wpodczerwieni

Zawarto$¢ weglowodorow alifatycznych oznaczono metodg spektrometrii w pod-
czerwieni (FT-IR), zgodnie z procedurg PB-07 IETU (1999). Do analiz pobierano 10 g
Swiezej gleby, przesianej przez sito o $rednicy oczek 2 mm. Oznaczenia wykonywano
w trzech powtdérzeniach.

Probke gleby przed ekstrakcjg zakwaszano do pH~2 roztworem 1 M kwasu solnego,

a nastepnie dodawano bezwodny siarczan sodu (ok. 10 g). Tak przygotowana probke glebowg
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przenoszono do bibutowej gilzy ekstrakcyjnej i umieszczano w aparacie Soxhleta. Ekstrakcje
weglowodoréw ropopochodnych prowadzono tetrachlorkiem wegla (CCls) przez 4 godziny.
Uzyskany ekstrakt przenoszono ilosciowo do kolbki miarowej o pojemnosci 25 cms
i dopetniano CCls do kreski. Ekstrakty oczyszczano stosujgc deaktywowany (4% wody)
Florisil (60-100 mesh) w ilosci Ig do kazdej kolbki miarowej. Ekstrakty z Florisilem
pozostawiano na 15 minut, cato$¢ kilkakrotnie wytrzasajac. Nastepnie roztwory dekantowano
i przenoszono do kuwet kwarcowych. Dla kazdej serii oznaczeri wykonywano odpowiednie
$lepe probki odczynnikowe.

Oznaczenia stezenia weglowodoréw alifatycznych w badanych ekstraktach glebowych
wykonano z uzyciem spektrometru w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR)
VECTOR 22 firmy BRUKER OPTIK GmbH (Niemcy). Pomiary absorbancji prowadzono
w zakresie od 3200 do 2800 cm'l

4.2.1.3. Oznaczanie weglowodoréw ropopochodnych w odciekach glebowych metoda
spektrometrii wpodczerwieni

Procedura oznaczania stezeri weglowodorow ropopochodnych w odciekach glebowych
réznita sie od metodyki opisanej w podrozdziale 4.2.1.2 jedynie sposobem ekstrakcji tych
zwigzkow.

Odpowiednig objeto$¢ odcieku glebowego (100 cm3) umieszczano w kolbie
Erlenmeyera i zakwaszano IM kwasem solnym do uzyskania pH roztworu okoto 2. Nastepnie
dodawano 25 cms cci4 i cato$¢ wytrzasano przez 15 minut. Po rozdzieleniu odrzucano
warstwe wodng, a warstwe organiczng przenoszono do cylinderka miarowego o pojemnosci
25 cm3. Nastepnie dodawano bezwodny siarczan sodu (2 g), cato$¢ mieszano i saczono przez
filtr szklany typu GF/A (Whatman) do kolbek miarowych o pojemnosci 25 cms i uzupetniano
cci4 do kreski.

Oczyszczanie ekstraktéw oraz oznaczanie stezen weglowodanéw alifatycznych

wykonywano w taki sam sposob jak w przypadku probek glebowych (p. 4.2.1.2).
4.2.1.4. Oznaczaniefrakeiji ciezkich

Zawarto$¢ frakcji ciezkich w badanych glebach oznaczono metoda wagowg zgodnie z

PN-86/C-04573/01.
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4.3. Testy ekotoksycznosci
4.3.1. Testy fitotoksycznosci
4.3.1.1. Hamowanie wzrostu korzeni

Wptyw weglowodoréw na wczesne stadia rozwojowe ro$lin (oceniany na podstawie
efektu hamowania wzrostu korzeni) okre$lano zgodnie z PN-ISO 11269-1 (1998). W ba-
daniach wykorzystywano sze$¢ gatunkéw roslin - wyzszych - dwa nalezagce do
jednolisciennych: pszenica zwyczajna (Triticum vulgare V.) i zyto zwyczajne (Secale cereale
L.) oraz cztery nalezace do dwulisciennych: rzezucha tgkowa (Cardamine pratensis L.),
koniczyna biata (Trifolium repens V.), gorczyca biata (Sinapis alba L.) i ogérek siewny
(Cucumis sativus L.). Przed przystgpieniem do testow toksykologicznych sprawdzono
zdolno$¢ kietkowania nasion w temp. 21°C, w ciemnosci. Do dalszych badan wybrano tylko
te partie nasion, ktorych zdolno$¢ kietkowania przekraczata 90%. Stosowano nasiona
niezaprawione. Badania prowadzono na ptytkach Petriego, na ktérych umieszczano bibute
nasgczong 10 ml odciekow z gleby A (p. 4.1.2), a nastepnie wprowadzano po 20
skietkowanych nasion (dtugos¢ kietkéw nie przekraczata 2 mm). Probki kontrolne stanowity
ptytki z bibutg nasgczong odciekami z gleby B (kontrolnej) - p. 4.1.2.

W spos6b analogiczny prowadzono badania z wykorzystaniem gleby. Na plytkach
Petriego umieszczano probki 60 g badanej gleby A pobieranej z wazonéw (opis doswiadczen
p. 45.2.1) po 1, 4, s i 12 tygodniach procesu samooczyszczania oraz po 20 skietkowanych
nasion. Ptytki z nieskazong glebg B stanowity kontrole. Eksperyment prowadzono w komorze
fitotronowej w temp. 21/18°C (dzief/noc). Wilgotno$¢ powietrza w komorze utrzymywano na
poziomie 80%, przy intensywnosci o$wietlenia 25 000 Im/m2 powierzchni w cyklu 14/10
godzin (dzieA/noc).

Ptytki z roslinami inkubowano przez 5 dni (120 godzin). Badania prowadzono w pieciu
réwnolegtych powtdrzeniach. Ocene toksycznego oddziatywania weglowodoréw na badane
rosliny przeprowadzono na podstawie pomiaru stopnia zahamowania wzrostu korzeni
w poréwnaniu z ro$linami z probek kontrolnych.

Wspotczynnik inhibicji wzrostu korzeni (i« obliczono wg wzoru (1):

T =1L b~L axioo [%], (1)

Lb
gdzie:

1« - wspotczynnik inhibicji wzrostu korzeni ro$lin [%],
Lb- $rednia dtugo$¢ korzeni roslin w probce kontrolnej [cm],

La- $rednia dtugos¢ korzeni roslin w probce skazonej [cm].
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4.3.1.2. Hamowanie wzrostu ro$lin

Test hamowania wzrostu roslin prowadzono metodg wazonowg zgodnie z PN-ISO
11269-1 (1998), wykorzystujac rosliny opisane w p. 4.1.3. Ro$liny hodowano w pojemnikach
o S$rednicy 14 cm, wypetnionych prébkami o masie 400 g testowanej gleby A, pobieranej
z wazonow (opis doswiadczen p. 4.5.2.1) po 1, 4, s i 12 tygodniach procesu
samooczyszczania. W kazdym pojemniku umieszczano po 20 skietkowanych nasion (dtugos¢
kietkow nie przekraczata 2 mm), ktdére przykrywano warstwg 1,5 cm ziemi. Doswiadczenie
prowadzono w warunkach opisanych w p. 4.3.1.1 przez 14 dni, w pieciu powtdrzeniach.
Rownolegle prowadzono eksperyment na probkach kontrolnych (gleba B). Po dwoch
tygodniach inkubacji rosliny wyjeto z pojemnikéw, oczyszczono i zwazono. Wynik podano
jako wspétczynnik inhibicji $redniego przyrostu catkowitej biomasy ros$lin (czesci
nadziemnych i korzeni), uzyskanego we wszystkich seriach (powtdérzeniach) danego wariantu
doswiadczenia w odniesieniu do biomasy roslin z prébek kontrolnych.

Wspotczynnik inhibicji wzrostu ro$lin (ir) obliczono wg wzoru (2):

j =M b~M axijq0p /j

) M e

gdzie:
1r - wspétczynnik inhibicji wzrostu roslin [%],
Mb - $rednia masa roslin w prébce kontrolnej [g],

Ma - $rednia masa roslin w prébce skazonej [g],
4.3.1.3. Inhibicja glonéw Scenedesmus quadricauda

Wplyw zanieczyszczen zawartych w odciekach glebowych (gleba A) na glony badano
zgodnie z wytycznymi OECD (1984). Badania prowadzono w kolbach Erlenmeyera o poj.
300 cm3. Prébki 100 cmz odciekéw glebowych (p. 4.1.2) zaszczepiano 1 cmJhodowli glonéw
(10 000 komérek/cm3). Hodowle prowadzono przy natezeniu $wiatta 9000 lux w temp. 23°C.
Raz dziennie zawarto$¢ kolb doktadnie mieszano. Po okre$lonym czasie hodowli (24, 48 i 72
h) liczono pod mikroskopem komérki glonéw. Prébki kontrolne stanowity kolbki z odciekiem
glebowym otrzymanym z gleby B. Wspétczynnik inhibicji wzrostu glonéw (IG obliczano wg

wzoru (3):

52



[ o=2~ -~ xI0° [%]. (3)
1B
gdzie:
1g - wspétczynnik inhibicji wzrostu glonéw [%],
1o - $rednia liczba komérek glonéw w prébce kontrolnej,

U - $rednia liczba komorek glonéw w probce badanej.

4.3.2. Testy na dzdzownicach z gatunku Eiseniafetida

Wplyw skazenia gleby A substancjami ropopochodnymi na faune glebowg oceniano
zgodnie z normg PN-ISO 11268-1 (1997), wykorzystujgc doroste osobniki dzdzownic
z gatunku Eisenia fetida. Test prowadzono w szklanych, cylindrycznych pojemnikach
o pojemnosci 1,5 drnr, w ktérych umieszczano 800 g badanej gleby oraz 10 dzdzownic (przed
wprowadzeniem do gleby zwierzeta selekcjonowano pod wzgledem wagi, wielkosci i wieku).
W doswiadczeniach wykorzystywano osobniki doroste z dobrze wyksztatconym siodetkiem,
ktorych $rednia masa ciata wahata sie w granicach 250 ~ 300 mg. Préby kontrolne stanowity
cylindry wypetnione glebg B. Test prowadzono przez 14 dni w temp. 20°C. Wilgotnos$¢
podioza utrzymywano na poziomie 70% WHC. Stosowano naturalne os$wietlenie (25 000
Im/m2), z podziatem na noc (8 godzin) i dzien (16 godzin). Po 7 i 14 dniach inkubacji
okreslano liczbe osobnikéw zywych i martwych, a zywe dzdzownice wazono. Wyniki

wyrazano jako odsetek $miertelnosci badanych zwierzat w stosunku do warto$ci poczatkowej.

4.3.3. Testy na $limakach z gatunku Physa acuta Drap

Wplyw zanieczyszczen zawartych w odciekach z gleb zanieczyszczonych produktami
naftowymi na $limaki Physa acuta Drap badano wg tebkowskiej i in. (1999). Do testu
wykorzystywano $limaki w czwartym stadium rozwoju, tj. miode S$limaki w 6 + 7 dobie
rozwoju. Test prowadzono w szklanych krystalizatorach o poj. 100 ml, do ktérych
wprowadzano 50 ml badanych odciekéw (p. 4.1.2) oraz 10 Slimakéw. Obserwacje
prowadzono przez 8 godzin. Probki kontrolne stanowily odcieki z gleby B. Badania
wykonano w czterech powtdérzeniach. Wyniki wyrazano jako odsetek $miertelnosci badanych

zwierzat w stosunku do wartos$ci poczatkowej.
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4.3.4. Testy mikrobiologiczne
4.3.4.1. Ogolna liczebnos¢ mikroorganizméw

Liczebno$¢ mikroorganizméw okreslano metodg posiewu powierzchniowego na
podtozach statych. Oznaczano raz w tygodniu przez okres 3 miesiecy, w czterech
rownolegtych powtdrzeniach. Przed przystapieniem do badan probki 10 g gleby z wazonéw
(p. 4.5.2.1) wprowadzano do 90 cm3 sterylnego roztworu soli fizjologicznej i wytrzgsano
przez 10 minut. Z tak przygotowanej zawiesiny sporzadzano szereg rozcienczen dziesietnych,
wykorzystywanych do zaszczepiania podioza hodowlanego. lloSciowe oznaczenie
drobnoustrojow w badanych prébkach prowadzono na podstawie liczenia kolonii wyrostych
na podtozu hodowlanym (zaktadajac, ze 1zywa komoérka wytworzy jedna kolonig).

0Ogolng liczbe bakterii saprofitycznych oznaczano zgodnie z PN-86034/02 (1994) na
podtozu agarowym (MPA), og6lng liczbe promieniowcéw - na podiozu z argining
(Wellington i Toth, 1999), a ogdblng liczbe grzyb6éw plesniowych na podtozu Czapek-Doxa,
zgodnie z PN-86034/07 (1994).

4.3.4.2. Mikroorganizmy rozktadajace zwigzki bezazotowe

Liczebno$¢ mikroorganizmow zdolnych do rozktadu weglowodoréw oznaczano metodg
posiewu powierzchniowego na podtozu minimalnym z ropg naftowg jako jedynym Zrédiem

wegla (Dagher i in., 1997; Daane i in., 2001).
4.3.4.3. Genotoksyczno$¢ - test na zdolno$¢ do reperacji DNA u Bacillus subtilis

Do oceny genotoksycznego dziatania substancji ropopochodnych wykorzystano test na
zdolno$¢ do reperacji DNA u bakterii Bacillus subtilis, opracowany przez Kada (1980).
W badaniach wykorzystywano dwa szczepy Bacillus subtilis: szczep M45 Rec",
charakteryzujacy sie brakiem zdolnosci do reperacji DNA oraz szczep HI17 Rec+ ktéry
posiada te zdolno$¢. Test polegat na posiewie smugg (na tej samej plytce Petriego) obu
szczepow, ze wspélnego punktu w centrum phytki i umieszczeniu w tymze punkcie
bibutowego krazka nasgczonego ekstraktami zanieczyszczen znajdujacych sie w glebach.
Z prébek 50 g badanych gleb ekstra-howano zanieczyszczenia heksanem (stosunek
objetosciowy 1:1). Rozpuszczalnik odparowywano do sucha, mase ekstraktu okreslono
metodg grawimetryczng, a nastepnie rozpuszczano w 10 cm3 dimetylosulfotlenku (DMSO).
Rozpuszczony w DMSO ekstrakt sterylizowano przez filtracje (Srednica poréw 0,2 pm). Tak
przygotowany ekstrakt nanoszono na krazek bibutowy. Ptytki inkubowano w czasie 24 h

w temp. 37°C. Po tym okresie mierzo-no strefy zahamowania wzrostu dla szczepéw H 17 Rec+
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i M45 Rec' oraz okre$lano ich réznice. Jezeli strefa zahamowania wzrostu szczepu M45 Rec,
bedaca wynikiem dziatania badanych zwigzkéw, byta odpowiednio wieksza niz w przypadku
szczepu H 17 Rec+ uznawano, Ze badane substancje uszkadzajg DNA, a tym samym maja
wiasciwosci mutagenne. Przy interpretacji wynikdw przyjeto nastepujacy system oznaczen
(Kada, 1980):

> roznica stref zahamowania wzrostu <2 mm - brak wtasciwosci mutagennych (-),

> roznica stref zahamowania wzrostu >2 i <4 mm - zwigzek potencjalnie mutagenny

&),

> roznica stref zahamowania wzrostu >4 mm - zwigzek mutagenny (+).

4.4. Analizy mikroskopowe

Obserwacje mikroskopowe prowadzono z uzyciem mikroskopu $wietlnego Motic
microscopes. Wptyw zanieczyszczen ropopochodnych na anatomig, morfologie i stopien
zmikoryzowania korzeni rodlin badano w preparatach barwionych barwnikiem trypan blue
oraz kwasng fuksyng wg Brundrett i in. (1994).

Cze$¢ fotografii przedstawiajgcych grzyby mikoryzowe wykonano przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego Nicon Eclipse 800 z kontrastem Nomarskiego i fluorescencjg w Il
Campusie Uniwersytetu Jagiellonskiego dzieki uprzejmosci pani prof. dr hab. Katarzynie

Tumau.
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4.5. Opis doswiadczen

45.1. Schemat do$wiadczen

Ocena frakcji Ocena frakcji

M~ Z>NONOWSXNO®OZI>W®W

siedliskowej 3 retencyjne;j
Rosliny Mikroorganizmy Rosliny Slimaki
(Test hamowanig . . (Oznaczanie ogéinej (Test hamowani_a (Tesllg:lsr)e/_c)znosc
wzrostu korzeni. Dzdzownice liczebnosci wzrostu korzeni) Glony 1
Test hamowania 12
wzrostu roslin) iTesttoksycznoéci Testna Idohr2” do (Badanie inhibicji wzrostu
ostrej) u msh’s) Scenedesrryjs auadncauda)
cn
>
Q\J
ab
03
N
6}

Rys. 1. Schematprowadzenia doswiadczen

Fig. 1. Schematic diagram ofexperiment
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4.5.2. Badanie wptywu procesu samooczyszczania gleby A na zmiane jej ekotoksycznosci

- doswiadczenia laboratoryjne

W  pierwszym etapie doswiadczen laboratoryjnych badano wplyw procesu
samooczyszczania gleby A w czasie 12 tygodni na jej ekotoksyczno$¢ (rys. 1). Proces
samooczyszczania prowadzono w wazonach oraz w lizymetrach. Ekotoksyczno$¢ gleby
oceniano w stosunku do mikroorganizméw, glonéw Scenedesmus quadricauda, roslin
jednolisciennych (Triticum vulgare V. i Secale cereale L.) oraz dwulisciennych (Cardamine
pratensis L., Trifolium repens V., Sinapis alba L., Cucumis sativus L.), dzdzownic Eisenia
fetida oraz Slimakow Physa acuta Drap. Efektywnos$¢ procesu samooczyszczania oceniano na

podstawie zmian stezenia weglowodordéw.
4.5.2.1. Opis doswiadczer wazonowych

Wazony wypetniono prébkami gleby A o masie 10 kg (p.4.1.1) i pozostawiono na okres
12 tygodni. Prébki kontrolne stanowity wazony wypetnione gleba B (p.4.1.1). We wszystkich
probkach badanych gleb utrzymywano wilgotno$¢ na poziomie 70% WHC przez caty czas
trwania eksperymentu. Aby wyeliminowa¢ wplyw czynnikdw zewnetrznych, proces
prowadzono w komorze klimatycznej firmy TIMKO, w temp. 21/18°C (dzier/noc), przy
wilgotnosci powietrza w fitotronie na poziomie 80% i intensywnos$ci o$wietlenia 25 000
Im/m2 powierzchni w cyklu 14/10 godzin (dzief/noc). Doswiadczenie prowadzono w trzech
powtorzeniach.

Materiat glebowy pobierano z wazonéw po 1, 4, 8 i 12 tygodniach procesu
samooczyszczania i wykorzystywano w badaniach majacych na celu okreslenie:
a) fitotoksycznosci,
b) zootoksycznosci,
c) genotoksycznosci.

Wyniki tych doswiadczen umozliwity ocene funkcji siedliskowej gleby oraz selekcje
rodlin najbardziej opornych na zanieczyszczenia znajdujgce sie w analizowanych prébkach

gleb.
4.5.2.2. Metodyka doswiadczen lizymetrycznych

Prébki gleb o masie 10 kg, przygotowane w sposéb opisany w p. 4.1.1, umieszczono
w lizymetrach (dtugos¢, 40 cm, $rednica 15 cm) z perforowanym dnem ($rednica otworéw
1mm). Pod lizymetrami umieszczono pojemniki, do ktérych sptywaly odcieki glebowe

(rys. 2). Okresowo oznaczano poziom WHC i ewentualnie uzupetniano zawarto$¢ wody w
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glebie tak, aby utrzymac jej wilgotno$¢ na poziomie 70% WHC. Badania prowadzono w
pieciu réwnolegtych seriach eksperymentalnych przez 12 tygodni. Analizy odciekéw
glebowych (pod katem ilosci wymywanych zanieczyszczen oraz ich toksycznosci)
prowadzono dla prébek zebranych w pierwszym tygodniu badan, nastepnie w okresie od
pierwszego do czwartego tygodnia (zebrane w tym czasie odcieki usredniano), od czwartego
do 6smego oraz od 6smego do dwunastego tygodnia eksperymentu. Wyniki otrzymane w tej

cze$ci doswiadczen umozliwity ocene funkcji retencyjnej gleby.

s
L
TS5 m
&
Test hamowania wzrostu Badanie inhibicji wzrostu Test toksycznosci ostrej
korzeni ro$lin Scenedesmus quadricauda na $limakach

Rys. 2. Schematprowadzenia badan z uzyciem lizymetrow

Fig. 2. Schematic diagram oflysimrters experiment

4.5.3. Badanie procesu fitoremediacji wspomaganej biopreparatami
Drugi etap badan obejmowat analize procesu fitoremediacji gleby A w aspekcie wptywu

jej doszczepiania biopreparatami otrzymanymi z organizméw autochtonicznych pozyskanych
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z gleb zanieczyszczonych ropg naftowag i jej pochodnymi (sposéb przygotowania
biopreparatéw oraz ich opis podano w zatacznikach 1i 2).
Badania prowadzono w warunkach naturalnych, a schemat ich prowadzenia
przedstawiono na rysunku 3.
Probki gleb o masie 10 kg, przygotowane w sposob opisany w p. 4.1.1, umieszczono
w lizymetrach (dtugos$é 40 cm, $rednica 15 cm) z perforowanym dnem ($rednica otworéw 1
mm). Pod lizymetrami umieszczono pojemniki, do ktérych sptywaty odcieki glebowe. Potowe
prébek w lizymetrach obsiano pszenica, ktéra okazata sie najbardziej oporna na
zanieczyszczenia w$rod wszystkich testowanych roslin. Dodatkowo do odpowiednich prébek
wprowadzono po 50 cm3 biopreparatu/kg gleby. Doswiadczenia wykonywano w okresie
letnim (od maja do sierpnia). Okresowo badano poziom WHC i ewentualnie uzupeiniano
zawarto$¢ wody w glebie tak, aby utrzymac jej wilgotno$¢ na poziomie 70% WHC. Badania

prowadzono w trzech réwnolegtych seriach eksperymentalnych przez 12 tygodni.

Rys.3. Schematprowadzenia badan polowych z uzyciem lizymetréw
Fig. 3 Schematic diagram offield experiment with lysimeters
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4.6. Statystyczna ocena wynikéw badan

Matematyczne opracowanie wynikéw prowadzono zgodnie z zaleceniami normy PN-
ISO 11269-1 (1998). Obliczano:

- Srednig arytmetyczna,
odchylenie standardowe.
Do statystycznej analizy wynikéw uzyskanych w testach toksycznosci wykorzystano test t-
Dunnetta (ISO 11269-1, 1998). Niepewno$¢ rozrzerzong UR wyznaczono na podstawie
metody walidacyjnej IETU.
Wspotzalezno$¢ miedzy badanymi cechami okreslano na podstawie wspotczynnika

korelacji wg Zgirskiego i Gondko (1998).



5. WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

5.1. Poréwnanie witasciwosci gleby zanieczyszczonej weglowodorami (gleba

A) i gleby nie zanieczyszczonej (gleba kontrolna - B)

Glebajest zasadniczym elementem ekosystemow lagdowych, decydujacym o utrzymaniu
zycia na ziemi. We wspotczesnym podejsciu do ochrony gleb zwraca sie uwage najej funkcje
siedliskowe, zwigzane z decydujaca rolg jakosci gleb w funkcjonowaniu ekosystemow
nierolniczych, wspottworzacych krajobraz. Do wazniejszych funkcji gleb zalicza sie takze ich
role retencyjng wynikajacg ze zdolnosSci sorpcyjnych i buforowych, dzieki czemu gleby
spowalniajg procesy migracji zanieczyszczen w $srodowisku.

Badania prowadzono na prébkach gleb oznaczonych jako A (gleba zanieczyszczona)
oraz B (gleba kontrolna). Wazniejsze wtasciwosci fizykochemiczne gleb wykorzystywanych
w doswiadczeniach zestawiono w tabeli 3.

Na podstawie analiz granulometrycznych probki glebowe A oraz B sklasyfikowano jako
glina ciezka pylasta (gcp).

Odczyn - decydujagcy o mechanizmie, kinetyce i wydajnosci wielu procesow
biologicznych i fizykochemicznych przebiegajagcych w $rodowisku przyrodniczym w przy-
padku obu badanych gleb jest podobny i wynosi ok. 6,5. Gleba zanieczyszczona A wykazuje
znacznie wyzszy stopien wysycenia kompleksu sorpcyjnego oraz mniejszg pojemnos¢
sorpcyjng w stosunku do kationéw anizeli gleba B. Pojemnos¢ sorpcyjna gleb w stosunku do
kationow jest wielko$cig zmienng i zalezng od witasciwosSci danej gleby, niemniej jednak daje
poglad na zdolno$¢ magazynowania przez nie sktadnikoéw pokarmowych oraz na wiasciwosci
buforowe. Wedtug Litynskiego (1982) gleby o zdolnos$ci sorpcyjnej <3,5 cmol/kg gleby sg
glebami stabymi.

W glebie zanieczyszczonej A oznaczono mniejsze stezenie azotu og6lnego oraz fosforu
- pierwiastkéw niezbednych roslinom jako materiat budulcowy biatek i fosfolipidéw. Jak
podaje Litynski (1982), dostepnos¢ azotu dla roslin zalezy od stosunku wegla do azotu w gle-
bie. Jezeli C:N wynosi powyzej 33:1, woéwczas nastepuje zmniejszenie szybkosci
mineralizacji substancji organicznej oraz pobierania azotu przyswajalnego dla roslin. Sytuacje

takg mamy w glebie zanieczyszczonej A.
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Tabela 3

Wiasciwosci fizykochemiczne gleb wykorzystywanych w badaniach

Wiasciwosci fizykochemiczne gleb Glepa A Gleba B
- skazona* - kontrolna*

1. Odczyn PH... 6,2+ 0,5 6,5+ 05
Kwasowo$¢ hydrolityczna cmol/kg gleby 13,7 0,9 91+0,6
Suma kationoéw metali o charakterze cmollkg gleby 0.6 + 0,04 0.8 + 0,05
zasadowym
Pojemnosc sorpcyjna gleb w cmol/kg gleby 1,4 +0,08 3502
stosunku do kationow
Stopien wysycenia kompleksu cmol/kg gleby 39,0 £ 2,7 216+ 15
sorpcyjnego
Substancja organiczna % 56+04 89+0,6
Wegiel organiczny % 38+0,3 2,2+0,2
Zawarto$¢ prochnicy % 6,6 £0,5 3,7+0,3
Kwasy huminowe % 10,3 £0,7 6,8+ 0,4
Azot ogdlny g/kg gleby 15+0,1 2,0+0,1
Azot amonowy g/kg gleby 0,09 £ 0,006 0,14 +£0,02
Azot azotanowy g/kg gleby 0,28 = 0,02 0,46 0,01
Azot azotynowy g/kg gleby 0,0017 +0,001 0,001 +0,0009
Fosfor ogo6lny g/kg gleby 0,2+0,01 0,3 £ 0,02
Stosunek C:N - 100:4 100:10

*- warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe (n=3)

W tabeli 4 przedstawiono stezenia podstawowych grup zanieczyszczen
weglowodorowych (alifatycznych, aromatycznych i frakcji ciezkich) wystepujacych w ana-
lizowanych prébkach gleb, a w tabeli 5 - stezenia wystepujacych w niej WWA.

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze w glebie A stezenia
weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych sg ponad 200 razy wyzsze niz w glebie B,
a frakcji ciezkich prawie 3000 razy wyzsze.

Na podstawie Rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 9 wrze$nia 2002 r. w Spra-
wie Standardéw Jakosci Gleby oraz Standardow Jakos$ci Ziemi. (DzU z dnia 4 pazdziernika
2002 r.) dopuszczalne sumaryczne stezenie 9 WWA w glebach zakwalifikowanych do grupy
C (tereny przemystowe, uzytki kopalne, tereny komunikacyjne) dla poziomu 0-2 m ppt nie
powinno przekracza¢ 250 mg WWA/kg s.m.g, a pojedynczych weglowodoréw nalezacych
do tej grupy 50 mg/kg s.m.g. Prébki gleb A i B uzywanych w badaniach mieszczg sie w tych

standardach.
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Tabela 4

Stezenia zanieczyszczen weglowodorowych wystepujacych w analizowanych prébkach

glebowych
Stezenia weglowodorow
Rodzaj zanieczyszczenia [9/kg s.m.g.**]
Gleba A - skazona Gleba B - kontrolna
Weglowodory alifatyczne 54,9 + 6,6 0,2 £ 0,02
Weglowodory aromatyczne 10,4+ 13 0,05 +0,01
Frakcje ciezkie 117,7+£2,5 0,04 £0,001

* - warto$¢ srednia + UR(n=3)
**s.m.g. - suchej masy gleby
Ur- niepewnos¢ rozszerzona

Tabela 5
Stezenie WWA w prébkach gleb wykorzystywanych do badan
Stezenie WWA *
WWA [mg/kg s.m.g.**]
Gleba A - skazona Gleba B - kontrolna

Naftalen 1,00 £0,30 Pgo

Acenaften 0,22 + 0,06 Pgo

Fluoren 0,21 +0,06 0,02 + 0,006
Fenantren 3,73 £1,10 0,07 £ 0,02
Antracen 2,76 £0,81 0,02 + 0,006
Fluoranten 482+ 1,40 0,34 £0,10
Piren 9,08 + 2,56 0,10 £0,03
Benzo(a)antracen 3,98 + 1,11 0,03 = 0,008
Chryzen 12,60 +3,52 0,11 +0,03
Benzo(b)fluoranten 3,92+ 1,13 0,23 = 0,07
Benzo(k)fluoranten 1,72 +0,49 0,06 + 0,02
Benzo(a)piren 2,72+ 0,76 0,44 £0,12
Benzo(ghi)perylen 2,62 +£0,81 0,24 £ 0,07
Dibenzo(a,h)antracen 0,84 + 0,26 0,10 £0,03
Indeno(l,2,3-cd)piren 3,42 £ 0,95 0,80 £ 0,22
19 WWA 27,61 131

* - wartos¢ Srednia+ UR(n=3)

**. s.m.g. suchej masy gleby

u r - niepewnos$c¢ rozszerzona

X9 WWA (naftalen, fenantren, antracen, fluoranten, chryzen, benzo(a)antracen, benzo(a)piren,
benzo(k)fluoranten, benzo(ghi)perylen)

pgo - ponizej granicy oznaczalnosci
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5.2. Wplyw procesu samooczyszczania na ekotoksyczno$é gleby A (ocena

funkcji siedliskowej)

5.2.1. Ocena fitotoksycznosci gleby

Wyniki badan umozliwiajacych ocene funkcji siedliskowej gleby zostaty przedstawione

w podrozdziatach 5.2 + 53.
5.2.1.1. Test hamowania wzrostu korzeni roslin ,,in vitro”

Wyniki badania dtugosci korzeni rodlin rosngcych w glebie kontrolnej B i w glebie
skazonej A po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni zamieszczono w tabeli 6.
Zawarto w niej takze wyniki analizy statystycznej (z zastosowaniem testu Dunetta) istotnosci
réznic dtugosci korzeni roslin rosngcych w glebach skazonych (A) i w glebie kontrolnej (B).
Zmiany fitotoksycznosci (wyrazonej przez wspétczynnik inhibicji wzrostu korzeni roslin 1«
gleby A zanieczyszczonej weglowodorami ropopochodnymi, poddanej procesowi samo-
oczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni, przedstawiono na rys. 4.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze przecietna diugo$¢ korzeni roslin
rosngcych w glebie A byta ok. dwukrotnie mniejsza od obserwowanej w przypadku roslin
rosngcych w kontrolnej, nieskazonej glebie B (tab. 6). Zanieczyszczenia znajdujgce sie
w glebie A powodowaly istotng inhibicje wzrostu korzeni roslin (rys. 4). Fitotoksycznos$¢
zanieczyszczen zawartych w glebie A nie zmienita sie znaczaco podczas procesu
samooczyszczania gleby (rys. 4) i w dwunastym tygodniu badan pozostawata nadal wysoka,
0 czym Swiadczy ok. 40% inhibicja wzrostu korzeni pszenicy i gorczycy, 50% - ogdrka,
ponad 60% - zyta i ok. 70% - rzezuchy i koniczyny. W przypadku pszenicy i ogérka stopien
zahamowania wzrostu korzeni roslin nie byt uzalezniony od czasu trwania procesu
samooczyszczania. W przypadku zyta i gorczycy odnotowano istotnie mniejszg
fitotoksyczno$¢ gleby A po jej samooczyszczaniu przez co najmniej 4 tygodnie. Efekty
fitotoksycznosci gleby A poddawanej samooczyszczaniu w czasie 4, 8 i 12 tygodni
utrzymywaty sie mniej wiecej na statym poziomie. Zaskakujgcym efektem byta wieksza
inhibicja wzrostu korzeni koniczyny w glebie A poddanej dtugotrwatemu procesowi
samooczyszczania (8-12 tygodni), w poréwnaniu z glebg oczyszczang w czasie 1-4 tygodni.
Ros$ling najbardziej odporng na zanieczyszczenia znajdujace sie w glebie A byla pszenica

(rys. 4).
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Tabela 6

Zmiany diugosci korzeni roslin pod wptywem zanieczyszczen ropopochodnych, pozostatych w glebie A po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4,
8 i 12 tygodni; statystyczng istotnos¢ réznic dtugosci korzeni oceniano testem Dunnetta

Rosliny

Pszenica

Zyto
Rzezucha
Koniczyna

Gorczyca

Ogorek

LbxSD

7,17+0,62
6,76+0,53

4,40+0,31

1,04+0,08

4,9+0,32

5,92+0,61

1tydzien

latsd

4,42+0,45
1,68+0,98

1,92+0,19

0,73+0,54

1,49+0,11

3,5340,29

+

+

Dtugos¢ korzeni roslin w glebie kontrolnej B iw glebie skazonej A
(po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni)

Lb+SD

7,55+0,45
5,93+0,49

4,40%0,5

0,98+0,07

6,09+0,33

6,06+0,54

Lb- $rednia dtugos$¢ korzeni roslin w prébce gleby B - kontrolnej [cm]
La- $rednia dtugos¢ korzeni rodlin w probce gleby A - skazonej [cm]

SD - odchylenie standardowe [cm]
tD- test istotno$ci Dunnetta (ocena istotnosci réznic dtugosci korzeni)
+ - r6znica dtugosci korzeni roslin pomiedzy prébkami A i B istotna statystycznie przy poziomie ufnosci 95% in=25

4 tydzien

LatSD

Jednoliscienne

5,17+0,55
2,56+0,31

tp

+

+

Dwuliscienne

1,78+0,08

0,66+0,07

3,24+0,39

3,23+0,21

+

Lb+SD

7,02+0,64
6,98+0,51

5,63+0,44
1,27+0,09

6,47+0,03
8

4,48+0,5

8 tydzien

LaxSD

4,66+0,32
2,69+0,36

2,05+0,17

0,4+0,06

3,96+0,27

2,42+0,29

Lb+SD

7,31+0,62
6,34+0,55

4,92+0,37

1,13+0,15

5,52+0,61

5,6%0,40

12 tydzien

LaxSD

4,46x0,47
2,32+0,17

1,51+0,09

0,34+0,02
7

3,24+0,41

2,73+0,19

tp



100

1 4 8 12

okres samooczyszczania gleby A [tygodnie]

Rys. 4 Wplyw zanieczyszczen ropopochodnych pozostatych w glebie A po jej samooczyszczaniu
wczasie 1, 4, 8 i 12 tygodni na inhibicjg wzrostu korzeni roslin wzgladem roslin z probek
kontrolnych

Fig. 4 The injluence of residual petroleum contaminations during self-cleaning process after 1, 4, 8
and 12 weeks on the plants roots growth inhibition in comparison to plants jrom control

samples

5.2.1.2. Test hamowania wzrostu roslin ,,in vitro”

Zmiany fitotoksycznos$ci gleby A zanieczyszczonej weglowodorami ropopochodnymi
poddanej procesowi samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni przedstawiono w tab. 8
oraz na rys. 6. Wyniki przeprowadzonych badar wykazaly, ze zanieczyszczenia znajdujace
sie w glebie A powodowaty istotng inhibicje wzrostu roélin (rys. 5, tab. 7). W przypadku
pszenicy juz po pierwszym tygodniu procesu samooczyszczania odnotowano istotnie
mniejszg fitotoksycznos¢ gleby A.

Zanieczyszczenia pozostatle w glebie A po pierwszym tygodniu samooczyszczania
powodowaty ok. 75% inhibicje przyrostu biomasy zyta. Wspétczynnik inhibicji IR ulegt
zmniejszeniu o ok. 20% w przypadku roslin uprawianych na glebie oczyszczanej przez 4
tygodnie. Dalsze wydtuzanie czasu samooczyszczania gleby A nie powodowato istotnych
zmian efektu hamowania wzrostu zyta.

W przypadku koniczyny uprawianej na glebie A poddanej procesowi samooczyszczania
w czasie 4 i 8 tygodni zaobserwowano wiekszg fitotoksycznos¢ gleby w poréwnaniu z glebg

oczyszczang w czasie 1 i 12 tygodni. Warto$¢ wspotczynnika inhibicji przyrostu biomasy
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koniczyny dla roslin uprawianych na glebie A po 1 tygodniu procesu samooczyszczania
wzrosta z ok. 23% do 85% w tygodniu 8, po czym spadta o potowe po 12 tygodniu (rys. 5).

Rosling najbardziej wrazliwg na zanieczyszczenia znajdujgce sie w glebie skazonej A
byta rzezucha. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty bardzo wysoki wspotczynnik
inhibicji przyrostu biomasy, wynoszacy ok. 80% i utrzymujacy sie przez caly czas trwania
procesu samooczyszczania gleby mniej wiecej na statym poziomie (£10%).

Rosling najbardziej odporng na zanieczyszczenia znajdujace sie w glebie A obok
pszenicy byt ogoérek. Warto$¢ wspotczynnika inhibicji przyrostu biomasy tej ros$liny
pozostawata stosunkowo niska i wynosita ok. 38% przez caty okres doSwiadczenia (wyjatek
stanowit okres po 8 tygodniach procesu samooczyszczania, kiedy to odnotowano najnizszg

jego warto$¢, wynoszacg 7%), (rys. 5).

S100
80 .
m pszenica
60 0 zyto
40 B rzezucha
B koniczyna
1 20
B gorczyca
1 4 8 12 m ogorek

okres samooczyszczania gleby A [tygodnie]

Rys. 5 Wplyw zanieczyszczeni ropopochodnych pozostatych w glebie A po jej samooczyszczaniu
w czasie 1, 4, 8 12 tygodni na inhibicja przyrostu biomasy roslin wzgladem roslin z prébek
kontrolnych

Fig. 5 The influence of residual petroleum contaminations during self-cleaning process after 1, 4, 8
and 12 weeks on theplant's biomass inhibition in comparison toplantsfrom control samples
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Tabela 7

Zmiany biomasy roslin pod wptywem zanieczyszczen ropopochodnych, pozostatych w glebie A po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4, 8 i 12

Rosliny

Pszenica

Zyto

Rzezucha
Koniczyna
Gorczyca

Ogorek

MbxSD

1,077+0,097
1,044+0,13

0,282+0,017

0,169+0,014

0,594+0,042
3,18+0,36

tygodni; statystyczng istotno$¢ réznic biomasy roslin oceniano testem Dunnetta

1tydzien

MaxSD

0,487+0,041
0,265+0,031

0,058+0,006
0,130+0,019
0,133+0,009
1,805+0,137

tD

+

+

Biomasa roslin w glebie kontrolnej B i w glebie skazonej A

(po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni)

4 tydzien

MbxSD

1,444+0,146
1,121+0,087

0,27810,032
0,14410,012
0,5610,044

3,123+0,275

Mb- $rednia masa roslin w prébce gleby B - kontrolnej [g]

Ma- $rednia masa roslin w prébce gleby A - skazonej [g]

SD - odchylenie standardowe [g]
tD- test istotno$ci Dunnetta (ocena istotnosci réznic dtugosci korzeni)
+ - réznica masy roslin probek A i B istotna statystycznie przy poziomie ufnosci 95%, dla n=25

- - r6znica masy roslin prébek A i B nieistotna statystycznie przy poziomie ufnosci 95%, dla n =25

matsd

Jednoliscienne

0,958+0,073
0,548+0,036

Dwuliscienne

0,02410,003
0,03510,004
0,28110,032
2,12310,172

p

+

+

+

+

8 tydzien

Mb+xSD

1,54310,099
1,01510,113

0,14110,021
0,28910,022
0,60410,058
2,36710,216

matsd

0,92810,087
0,47510,032

0,02210,003
0,05610,006
0,34110,038
2,20410,154

tp

12 tydzien
MbxSD matsd
1,7810,210  1,00410,081
1,27210,085 0,62510,050
0,30810,024 0,09110,011
0,1510,017  0,08310,009
0,81110,071  0,35710,028
3,2510,222  2,01410,173



5.2.2. Rozwdj roslin w glebie skazonej substancjami ropopochodnymi

Aby w pehni potwierdzi¢ wyniki testow fitotoksycznosci prowadzonych zgodnie z p.
4.3.1.2, przeprowadzono eksperyment, w ktérym rosliny hodowano w pojemnikach
0 $rednicy 14 cm wypetnionych prébkami gleby A o masie 400 g. W kazdym pojemniku
umieszczano 20 skietkowanych nasion (dtugo$¢ kietkéw nie przekraczata 2 mm), ktore
przykrywano warstwag 1,5 cm ziemi. Doswiadczenie prowadzono w warunkach opisanych
w p. 4.3.1 przez 3 miesigce, w pieciu powtorzeniach. Rownolegle prowadzono eksperyment
na probkach kontrolnych (gleba B). Wyniki uzyskane w poprzednim etapie doswiadczen
sugerowaty, ze rosliny jednoliscienne charakteryzujg sie duzg odpornoscig na toksyczne
dziatanie weglowodoréw. Z tego wzgledu w dalszych badaniach wykorzystano, oprécz
pszenicy (Triticum vulgare), takze owies (Avena sativa) oraz jeczmien (Hordeum vulgare).
Sposrdd roslin dwulisciennych wybrano te, ktére sg stosowane jako typowy poplon, tj. groch
siewny - peluszke (Pisum arvense), gorczyce biatg (Sinapis alba) i tubin zéty (Lupinus
luteus).

W eksperymencie tym oceniano nie tylko wptyw zanieczyszczen zawartych w glebie A
na wzrost i rozwdj testowanych roslin, lecz réwniez oddziatywanie zanieczyszczen na
budowe ich systeméw korzeniowych, a takze mozliwo$¢ adaptacji roslin w wyniku
wytworzenia $cistych zalezno$ci pomiedzy nimi a organizmami ryzosferowymi.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze zanieczyszczenia ropopochodne zawarte w glebie A
wptywaty negatywnie na wzrost i rozw6j wszystkich badanych rosdlin, a w szczegélnosci
dwulisciennych. RoS$linami najbardziej wrazliwymi byty #tubin i gorczyca, ktére po
wykietkowaniu nie byty zdolne wyksztatci¢ prawidtowych systeméw korzeniowych
1zamieraly. RoS$ling bardzo wrazliwa na zanieczyszczenia ropopochodne okazala sie rowniez
peluszka, u ktdrej stwierdzono znaczng redukcje zaréwno systemu korzeniowego, jak i czesci

nadziemnych (rys. 6).
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PELUSZKA

gleba B gleba A gleba B gleba A

Rys. 6 Por6wnanie wzrostu peluszki na glebie nieskazonej B oraz glebie A zanieczyszczonej

produktami ropopochodnymi
Fig. 6 The comparison offield pea growth in uncontaminated soil B and soil A contaminated with

Petroleum products

Jeczmien rosngcy w glebie A wytworzyt najbardziej rozbudowany system
korzeniowy, jednakze zanieczyszczenie spowodowato jego redukcje w odniesieniu do roslin
z gleby kontrolnej B (rys. 7). Rosliny w glebie A rozwijaly sie nieco szybciej niz w glebie B,
ale po poczatkowym okresie intensywnego wzrostu obserwowano zasychanie i obumieranie

czesci nadziemnych.

gleba B gleba A gleba B gleba A

Rys. 7. PorGwnanie wzrostu jeczmienia na glebie nieskazonej B oraz glebie A zanieczyszczonej
produktami ropopochodnymi

Fig. 7. The comparison of barley growth in uncontaminated soil B and soil A contaminated with
petroleum products
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W przypadku pszenicy rosnacej na zanieczyszczonej glebie A stwierdzono wprawdzie
znaczng redukcje systemu korzeniowego, w poréwnaniu z roslinami z prébki kontrolnej (na
glebie B), jednak nie zaobserwowano negatywnego wplywu zanieczyszczen na cze$¢

nadziemna (rys. 8).

PSZENICA
SZENI

gleba B gleba A gleba B gleba A

Rys. 8 Por6wnanie wzrostu pszenicy na glebie nieskazonej B oraz glebie A zanieczyszczonej
produktami ropopochodnymi

Fig. 8 The comparison of wheat growth in uncontaminated soil B and soil A contaminated with
petroleum products

System korzeniowy owsa rosngcego na glebie A charakteryzowat sie prawie dwukrotnie
mniejszg masg w poréwnaniu z roslinami z gleby B, natomiast zanieczyszczenia obecne

w glebie A w matym stopniu wplynety na wzrost i rozwdj czesci nadziemnej roslin (rys. 9).

OWIES OWIES
gleba B gleba A gleba B gleba A
Rys. 9. Poréwnanie wzrostu owsa na glebie nieskazonej B oraz glebie A zanieczyszczonej produktami
ropopochodnymi
Fig. 9 The comparison of oat growth in uncontaminated soil B and soil A contaminated with
petroleum products
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5.2.2.1. Wphyw zanieczyszczen ropopochodnych na budowe systemow korzeniowych roslin

Na podstawie przeprowadzonych analiz mikroskopowych korzeni badanych roslin
stwierdzono istotny wplyw zanieczyszczen ropopochodnych na ich budowe morfologiczna.
Zaobserwowano skrécenie dtugosci korzeni roslin (rys. 659) z jednoczesnym wzrostem ich
grubosci, co pokazano na przyktadzie pszenicy (rys. 10) i owsa (rys. 11). Do szczegdlnie
niekorzystnych efektow mozna zaliczy¢ zaczopowanie naczyn przewodzacych, a takze
deformacje i plazmolize niektérych komorek skérki, kory pierwotnej i endodermy (rys. 10

i 11).

327.0 um

PSZENICA

gleba kontrolna

Rys. 10. Poréwnanie grubosci korzeni pszenicy z gleby skazonej A oraz kontrolnej B (powigkszenie
100x)

Fig. 10. The comparison of roots’ diameter of wheat from contaminated soil A and control soil B
(magnification 100X)

448.0 um
OWIES

gleba kontrolna

OWIES

gleba skazona

Rys. 11. Poréwnanie grubosci korzeni owsa z gleby skazonej A oraz kontrolnej B (powigkszenie 100x)
Fig. 11 The comparison of roots diameter of oat from contaminated soil A and control soil B
(magnification 100x)

Rosliny narazone na diugotrwatly kontakt z substancjami ropopochodnymi posiadaty

zmodyfikowane korzenie (rys. 12-5-15). Komorki skorki korzeniowej nie wytwarzaty
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wiosnikow, co pociggato za sobg redukcje strefy wiosnikowej lub catkowity jej zanik.

Stwierdzono réwniez zmniejszone rozgatezianie korzeni bocznych.

Rys. 12 Zmodyfikowany korzeripeluszki z gleby skazonej A (powigkszenie 400x)
Fig. 12 Modified root offield peafrom contaminated soil A (magnification 400x)

wiosni ki

. PSZENICA
PSZENICA ~leba”kerntroina

gleba skazona

Rys. 13. Zmodyfikowany korzen pszenicy z gleby skazonej A oraz kontrolnej B (powiekszenie 100x)
Fig. 13 Modified root ofwheatfrom contaminated soil A andfrom control soil (magnification 100xX)

JECZMIEN

gleba skazona

Jpy
257.3 um

Rys. 14. Zmodyfikowany korzerjeczmienia z gleby skazonej A (powigkszenie 100x)
Fig. 14. Modified root ofbarleyfrom contaminated soil A (magnification I00x)
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JECZMIEN
jK gteha-kontrolria

JECZMIEN

gleba skazona "wiosni ki

Rys. 15. Zmodyfikowany korzenjeczmienia z gleby skazonej A oraz kontrolnej B (powigkszenie 100x)
Fig. 15. Modified root ofbarleyfrom contaminated soil A and control soil B (magnification 100X)

W przeciwienstwie do roslin z prébek gleby B kontrolnej w korzeniach roslin rosnacych
na glebie A zanieczyszczonej produktami naftowymi tworzy sie tkanka powietrzno-
aerynchymatyczna, o czym $wiadczy obecno$¢ licznych przestworéw powietrznych (rys. 16).

Przestwory te wystepowaty gtdwnie u roslin jednolisciennych.

estwury powietrzne

JECZMIEN

Rys. 16. Przestwory powietrzne aerenchymy wytworzonej w korzeniach roslin hodowanych na glebie
skazonej A (powiekszenie 400X)
Fig. 16. Aerenchymaformations inplant's roots growing at contaminated soil A (magnification 400X)
Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze sposrod testowanych gatunkéw roslin na
najwieksza uwage zastuguja owies oraz pszenica, ktdre jako jedyne wytworzyty wprawdzie
zredukowany, ale odporny na zanieczyszczenia zawarte w glebie A system korzeniowy.
Ponadto wytworzony przez nie aparat asymilacyjny nie réznit sie zasadniczo od nadziemnej

czesci roslin w probkach kontrolnych (na nieskazonej glebie B).
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5.2.2.2. Poréwnanie budowy korzeni roslin jednolisciennych pochodzacych z réznych gleb
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi

Aby potwierdzi¢ wyniki badan wazonowych dotyczacych wplywu zanieczyszczenia
gleby substancjami ropopochodnymi na morfologie korzeni roslin, zwitaszcza jedno-
lisciennych, przeprowadzono dodatkowe badania poréwnawcze, obejmujgce obserwacje
mikroskopowga korzeni wybranych roélin pochodzacych z terendw zanieczyszczonych
substancjami ropopochodnymi. Rosliny pozyskano z miejsc znajdujacych sie wokot stacji
paliw, terenéw baz transportowych oraz pél uprawnych zlokalizowanych przy trasach
komunikacyjnych.

Wyniki przeprowadzonych obserwacji mikroskopowych korzeni pszenicy (rys. 17),
owsa (rys. 18) i traw (rys. 19, 20) pobranych z réznych S$rodowisk zanieczyszczonych
substancjami ropopochodnymi wykazaty redukcje strefy wtosnikowej korzeni roélin, a takze
obecno$¢ licznych przestworow powietrznych, co stanowi potwierdzenie wynikéw badan

wazonowych przeprowadzonych w warunkach laboratoryjnych (p. 5.2.2; rys. 16).

Rys. 17. Przestwory powietrzne aerenchymy w korzeniach pszenicy uprawianej przy trasie
komunikacjnej (powiekszenie - a: 100x; b: 400x)

Fig. 17. Aerenchymaformations in wheat roots planted nearby the communication rout (magnification
- a: 100x; b: 400x)
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przestwory
powietrzne OWIES

przestwory
powietrzne

OWIES

Rys. 18. Przestwory powietrzne aerenchymy w korzeniach owsa uprawianego przy trasie
komunikacjnej (powiekszenie 400x)

Fig. 18. Aerenchyma formations in oat roots planted nearby the communication rout (magnification
400x)

Rys. 19. Przestwory powietrzne aerenchymy w korzeniach traw zebranych na terenie stacji paliw
(powiekszenie 400x)

Fig. 19. Aerenchymaformations in grass roots collected at the area ofonpetrol station (magnification
400x)
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Rys. 20. Przestwory powietrzne aerenchymy w Kkorzeniach traw zebranych na terenie bazy
transportowej (powigkszenie 400x)

Fig. 20. Aerenchymaformations in grass roots collected at the area oftransport base (magnification
400x)

5.2.3. Wplyw gatunku rosliny na liczebno$¢ mikroorganizméw ryzosferowych

Badania wptywu gatunku rosliny na ilo$¢ mikroorganizméw ryzosferowych
prowadzono w kulturach wazonowych przez dwanascie tygodni. Do testéw uzyto gleby
kontrolnej B oraz gleby A skazonej substancjami ropopochodnymi. W kazdej z badanych
gleb przed <zatozeniem hodowli wazonowych oznaczono o0g6lng liczbe bakterii
saprofitycznych (OLB), 0g6Ing liczbe grzybdw plesniowych (OLG) oraz promieniowcow (P).
Nastepnie probki gleb A i B umieszczono w wazonach, ktére obsiano jeczmieniem, owsem,
pszenicg i peluszka.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze rosliny (niezaleznie od ich gatunku)
stymulowaty wzrost i rozw6j mikroorganizméw ryzosferowych w poréwnaiu z prébkami bez
rodlin (tab. 8). Najwiekszy przyrost ilosci bakterii wystapit w ryzosferze jeczmienia - zaréwno
w glebie skazonej A (wzrost o 5 rzedéw wielkosci), jak i czystej B (wzrost o 4 rzedy
wielkosci), natomiast najmniejszy (o 3 rzedy wielko$ci) w ryzosferze owsa rosngcego na
glebie A oraz w ryzosferze pszenicy uprawianej na glebie B.

Mimo poczatkowej ilosci bakterii w glebie A mniejszej o rzad w poréwnaniu z gleba B,
po dwunastotygodniowym okresie uprawy roslin odnotowano wiekszg liczbe bakterii
saprofitycznych w ryzosferze roslin hodowanych na glebie A zanieczyszczonej produktami
naftowymi niz w ryzosferze roslin z gleby kontrolnej B (wyjatek stanowit owies - tab. 8).

Po dwunastu tygodniach uprawy roslin w glebie B stwierdzono wzrost ogdlnej liczby

grzybéw o rzad wielkosci w ryzosferze peluszki i jeczmienia, natomiast w przypadku
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pszenicy byt on niespetna dwukrotny (tab. 8). W ryzosferze owsa ilo$¢ grzybdw nieznacznie
zmalata (ok. dwukrotnie).

Rosliny posadzone w glebie A stymulowaty réwniez wzrost i rozwéj grzyboéw - w po-
réwnaniu z probkami bez ro$lin (tab. 8). Gleba A przed zatozeniem uprawy roslin posiadata
ok. 14 razy mniej promieniowcéw anizeli gleba B. Po 6 tygodniach wzrostu ros$lin w glebie B
nastgpit przyrost liczby promieniowcow o 2-4 rzedy wielkosci w ryzosferze owsa, a naj-
mniejszy w ryzosferze peluszki (tab. 8).

W prébkach gleb A i B obsianych roslinami oznaczono liczebno$¢ bakterii zdolnych do
wykorzystywania weglowodoréw jako zrodia wegla (tab. 9). Okazato sie, ze liczba
mikroorganizméw zdolnych do rozktadu weglowodoréw w glebie zanieczyszczonej A byta
ok. 30 razy wieksza niz w glebie B. Po obsianiu prébek gleb roslinami dysproporcje te
jeszcze bardziej wzrosty, np. w wazonach z pszenicg w glebie zanieczyszczonej liczba tych
mikroorganizmoéw byta ponad 200 razy wieksza w poréwnaniu z glebg czysta; w wazonach
z owsem - niespetna 200 razy; z jeczmieniem ok. 170 razy, a z peluszka niespetna 40 razy
(tab. 9).
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Obecnos$é roslin

Przed zaiozeniem
hodowli roslin
(czas 0 tygodni)

Pszenica
=
j= .
S Owies
o
<)
>
2
©
N Jeczmien
N2
Peluszka

X§f - $rednia arytmetyczna (n=5)
SD - odchylenie standardowe

Tabela 8

W ptyw gatunku rosliny na ilo§¢ mikroorganizméw w glebie

Srednia liczba takterii w glebie Srednia liczba grzyb6éw w glebie Srednia liczba promieniowcow w glebie
[kom./1 g s.m.gl [propagul/1g s.m.g] [propagul/1g s.m.g]
Gleba B Gleba A Gleba B Gleba A Gleba B Gleba A
X SD X4 SD Xer SD xX& SD X SD Xr SD
143*105 0,58-10" 2,41-104 6,46-103 3,98-104 2,75-103 1,77-104 1,41*103 2,65-103 2,07-102  1.9-102  0,12-102

1.08-10®

3,25-108

1,21-109

2,88-10®

0,7TIO5 6,31-100 501-107 6,64-104 7,971-103 6,09-105 5,24-104 3,6-106 8,93-104 2,15-106 2,56-105

5.66-107 6,43-107 3,54-106 1,80-104 2,12-102 3,69-105 4,06-104 1,12-107 12,32-105 4,9-106  3,92-105

2,83-107 1,25-109 1,37-10 3,24-105 2,12-102 3,82-105 2,5-104 3,92-106 2,67-105 6,37-105 6,2-10%

21-107 7,81-10® 7,03-107 5,68-105 7,1-104 6,46-105 6,33-104 5,7-105 5,02-10* 1,72-10* 0,18-10%



Tabela 9

Liczebnos$¢ bakterii zdolnych do rozktadu weglowodoréw w glebie czystej B i skazonej A
Gleba B Gleba A
Obecnosé roslin X$ SD xX$§ sD
Liczba komérek/1g s.m.g.

Przed zatozeniem hodowli

roslin 1,7-104 1,19-103 0,54-10® 0,43-10®
Pszenica 5,0-10" 3.59-103 8,9-10® 10,0-10®
Owies 4,2-10" 4.45-103 7,8-10® 8,27-10®
Jeczmien 3,7-10¢ 3.63-103 6,2-10® 6,1-10®
Peluszka <80 1.42-103 0,67-10® 0,47-10®

Xir - $rednia arytmetyczna (n=5)
SD - odchylenie standardowe
s.m.g. - sucha masa gleby

5.2.4. Oznaczenie stopnia mikoryzacji roslin wyhodowanych w kulturach wazonowych
Badanie obejmowato obserwacje mikroskopowg i pomiar barwionych korzeni pieciu
losowo wybranych roslin pochodzacych z kultur wazonowych z glebg kontrolng B i skazong
A oraz ich poréwnanie. Okreslano $rednig dtugos$¢ korzeni, srednig dtugos$¢ korzeni objetych
mikoryza a nastepnie obliczono procentowy udziat korzeni zmikoryzowanych.
Zanieczyszczenie gleby produktami naftowymi ma istotny wplyw na stopien
mikoryzacji roslin. We wszystkich przypadkach byt on znacznie wiekszy u roslin
wyhodowanych na glebie A w poréwnaniu z korzeniami roslin z gleby B (tab. 10).
Najwyzszy wskaznik frekwencji mikoryzowej zaréwno w glebie A (28,9%), jak i B
(5,3%) posiadata pszenica. Srednia dhugo$é zmikoryzowanych korzeni w glebie skazonej A
byta przeszto 5 razy wieksza niz w glebie czystej B (tab. 10). W korzeniach tej rosliny
obserwowano réwniez wiele form wskazujagcych na rozlegtg penetracje komoérek korzeni

przez grzyby mikoryzowe, jak np. obecno$¢ duzej ilosci wezikul oraz arbuskul (rys. 21).
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Tabela 10

Procentowy udziat korzeni roslin objetych mikoryzaw glebie czystej B i skazonej A

$rednia diugosé korzeni [cm] Udziat korzeni objetych mikoryza

Gatunek [%0]
rosliny Gleba A Gleba B Gleba A Gleba B
X9. SD Xir. SD XS SD X$ SD
Pszenica 78,9 7,6 254,7 24,5 28,9 3,8 53 0,5
Owies 129,3 8,8 272,9 10,6 26,0 2,03 4,5 0,3
Jeczmien 149,5 5,6 286,4 17,2 21,0 1,96 4.9 0,4
Peluszka 88,3 6,5 184,8 20,7 18,6 1,8 31 0,2

X§.- $rednia arytmetyczna (n=5)
SD - odchylenie standardowe

arbuskule

arbuskule

Rys. 21. Formacje mikoryzowe w korzeniach pszenicy pochodzgcych z gleby skazonej A
(powiekszenie: 100 i 400x)

Fig. 21. Micorrhizal formations in wheat roots from contaminated soil A (magnification: 100 and
400%)
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Gatunkiem ros$liny ulegajacej mikoryzacji w nieco mniejszym stopniu anizeli pszenica
byt owies. Chociaz wskaznik frekwencji mikoryzowej w glebie A w tym przypadku byt
prawie 6 razy wiekszy w poréwnaniu z glebg B i wynosit ok. 26%. Stopien kolonizacji
korzeni jeczmienia przez grzyby mikoryzowe w glebie B wynosit ok. 5%, natomiast w glebie
skazonej A byt ponad 4 razy wigkszy i wynosit ok. 21%. Na rysunkach 22 i 23 widoczne sg

formacje mikoryzowe w korzeniach odpowiednio owsa ijeczmienia.

Rys. 22. Formacje mikoryzowe w korzeniach owsa pochodzacych z gleby skazonej A (powigkszenie
400X

Fig. 22. Micorrhizalformations in oat rootsfrom contaminated soil A (magnification 400x)

Rys. 23 Formacje mikoryzowe w korzeniach jeczmienia pochodzacych z gleby skazonej A
(powiekszenie 200x i 400x)

Fig. 23. Micorrhizal formations in barley roots from contaminated soil A (magnification 200x and
400X)
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Rosling wykazujgcg najnizszy stopien mikoryzacji zarbwno w glebie skazonej (18,6%),
jak i czystej (3,1%) byta peluszka (tab. 10). Stopien mikoryzacji w glebie skazonej A byt
ponad 6 razy wiekszy niz w glebie czystej B, co stanowi krotno$¢ najwiekszg wsréd
wszystkich badanych roslin. Formacje mikoryzowe w korzeniach peluszki rosngcej na glebie
czystej B uwidoczniono na rys. 24, natomiast w korzeniach pochodzacych z gleby skazonej A

- rys. 25.

Rys. 24. Formacje mikoryzowe w korzeniach peluszki pochodzacych z gleby czystej B (powiekszenie
400X

)
Fig. 24. Micorrhizalformations infield pea rootsfrom unpolluted soil B (magnification 400x)

Rys. 25. Formacje mikoryzowe w korzeniach peluszki pochodzacych z gleby skazonej A (powiekszenie
400X

)
Fig. 25. Micorrhizalformations infield pea rootsfrom contaminated soil A (magnification 400x)
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5.2.4.1. llosciowa ijakosciowa analiza spor grzybow mikoryzowych

Przeprowadzono réwniez badania majace na celu okreSlenie ilosci i jakoSci spor
grzybow mikoryzowych w glebie A, zanieczyszczonej produktami naftowymi oraz w glebie

B, wolnej od tego rodzaju zanieczyszczen. Uzyskane wyniki wykazaly, ze liczba spor

grzybow arbuskulamych w 1 kilogramie gleby czystej wynosita $rednio ok. 4,7-106 (tab. 12),

natomiast w glebie A zanieczyszczonej wynosita $rednio ok. 8,45-106 (tab. 11). Zatem w gle-
bie A skazonej substancjami ropopochodnymi catkowita ilo$¢ spor byla wieksza o prawie
80% w porownaniu z glebga czysta B. W celu okreslenia jako$ci spor wystepujacych w glebie
zanieczyszczonej A i w glebie czystej B podzielono je wedtug wielkosci i koloréw oraz
obliczono ich procentowe udziaty (tab. 11 i 12). W glebie A zanieczyszczonej produktami
naftowymi (tab. 11) nie stwierdzono obecnosci spor w kolorze szarym, natomiast w glebie
czystej B (tab. 12) udziat tych spor wynosit ok. 10,6%. W glebie skazonej A spory brgzowe
stanowity ok. 28,69%, w czystej - 51,07%, spor biatych odpowiednio 26,93% i 20, 21%;
czarnych-44,38% i 18,08%.

Tabela 11

Koncentracja poszczegdlnych grup spor grzybéw arbuskulamych w probkach gleby
zanieczyszczonej A

Srednica spory Liczba spor/kg s.m.g. Udziat
Kolor spory o] & - procentowy

[%]

>250 125,0-10¢ 8,8-10" 14,79

Brazowy 100-250 82,5-104 4,6-10" 9,76
<100 35,0-10" 2,4-104 4,14

>250 750360 7,4-10" 8,88

Biaty 100-250 800215 6,2-10" 9,47
<100 725010 4.3-10" 8,58

>250 135,0-104 13,8(104 15,98

Czarny 100-250 162,5-10“ 13,9(104 19,23
<100 77,5-10" 6,9(104 9,17

X$r. - Srednia arytmetyczna (n=3)
SD - odchylenie standardowe
s.m.g. - sucha masa gleby
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Tabela 12

Koncentracja poszczeg6lnych grup spor grzybow arbuskulamych w prébkach gleby czystej B

Kolor spory

Brazowy

Biaty

Szary

Czarny

Srednica spoty
[pm]

>250
100-250
<100
>250
100-250
<100

>250
100-250
<100

>250
100-250
<100

X$r. - $rednia arytmetyczna (n=3)
SD - odchylenie standardowe
s.m.g. - sucha masa gleby

Liczba spor/kg s.m.g.

XSr.

120,0(104
60,0(104
60,0(104

25,0104
70,0-104
0

0
10,0(104
40,0(104

55,0(104

0
30,0(104

SD

12,72(104
4,68(104
3,98(104

2.58-104
5.25-104
0

0
1,2(104
3,96(104

6,87(104
0
2,55(104

Udziat
procentowy
[%]

25,53
12,77
12,77

5,32
14,89
0

0
2,13
8,51

11,70

6,38

Ocenie poddano réwniez ,,zywotno$¢” spor, okreslajgc udziat spor martwych i pora-

zonych przez pasozyty i uszkodzonych. Na tej podstawie obliczono procentowy udziat spor

niezdolnych do kietkowania (tab. 13).

Tabela 13

Liczba spor grzybow arbuskulamych niezdolnych do kietkowania w glebie skazonej A oraz

Srednica spory
[pm]

>250
100-250
<100

czystej B
Gleba A
l.s./kg s.m.g.
. [%]
XSr. SD
50,36(10
4
26.9-104 40,30
62‘449(10 46,5-104 50,00
- 41,89
52,35(10 36.4-104
4

X & - $rednia arytmetyczna (n=3)

I.s. - liczba spor
[%] - udziat procentowy

s.m.g. - sucha masa gleby
SD - odchylenie standardowe
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l.s./kg s.m.g
SD

XSr.

129,3-104 11,63-104

0

108.5-104 13,02-104

Gleba B

[%]

27,50
0
23,08



Dane zawarte w tabelach 11-13 pokazujg, ze zanieczyszczenia substancjami
ropopochodnymi wptywajg na jako$¢ i ilos¢ spor grzybéw arbuskulamych wystepujacych
w $rodowisku glebowym. Pomimo znacznie wiekszej ich liczby w glebie A zanieczyszczonej
produktami naftowymi obserwowano mniejszg ich r6znorodno$¢ (tab. 11) w poréwnaniu
z glebg B (tab. 12), a takze duzo wiekszy udziat spor porazonych przez pasozyty i martwych
(tab. 13, rys. 26).

Rys. 26. Spory grzybdw arbuskulamych wyizolowane z gleby skazonej A (powigkszenie a s-c: 400x; d:
100%)

Fig. 26. Arbuscular mycorrhizalfungi spores isolatedfrom contaminated soil A (magnification a -t-c:
400x, d: 100x)

Na podstawie cech zarodnikéw grzybow i tworzonej przez nie mikoryzy okreslono ich
rodzaje. Dominujace byty grzyby z rodzaju Glomus, gatunku Glomus mosseae. Oznaczono
rowniez grzyby gatunkéw: Glomus fasciculatum, Glomus claroideum oraz Glomus

lamellosum.
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5.2.5. Ocena wplywu na dzdzownice z gatunku Eiseniafetida

Aktywnos$¢ dzdzownic oceniano na podstawie reakcji na dotyk, rozmieszczenia na
powierzchni pojemnikéw oraz checi ucieczki. Po pierwszym tygodniu procesu
samooczyszczania gleby A dzdzownice w niej umieszczone cechowata mata aktywnos$c
ruchowa i brak wyraznej reakcji na dotyk. Zaobserwowano takze ich nierbwnomierne
rozmieszczenie w podtozu. Po 7 dniach badan stwierdzono $rednio 40% $miertelno$¢ badanej
populacji dzdzownic, a po 14 dniach $miertelno$¢ wzrosta do 70%. W glebie kontrolnej B po
14 dniach testu wszystkie testowane zwierzeta byly zywe, wykazywaly prawidlowg
aktywnos¢ i reakcje czuciowe. Przeprowadzony test istotnosci Dunnetta wykazat znaczacy
wplyw zanieczyszczen znajdujacych sie w glebie A z terendw rafinerii na dzdzownice.

Po 12 tygodniach procesu samooczyszczania gleby A pochodzacej z terendw rafinerii
powtdrzono test toksycznosci ostrej z wykorzystaniem dzdzownic. Okazato sie, ze efekt
toksycznego oddzialywania pozostatych w glebie A zanieczyszczen byt podobny jak na
poczatku procesu. Po 7 dniach testu stwierdzono $rednio 35% $miertelno$¢ badanej populacji

dzdzownic, a po 14 dniach az 73%.

5.2.6. Ocena genotoksycznosci gleby

Badania genotoksycznosci przeprowadzono na dwoch szczepach bakterii Bacillus
subtilis: M45 Rec", ktéry nie ma zdolnosci do reperacji DNA i H17 Rec+, ktory posiada te
zdolno$¢. Wyniki tych badan (tab. 14) wykazaty potencjalng genotoksycznos$é (réznica
$rednic stref zahamowania wzrostu bakterii mie$ci sie w zakresie 2-4 mm) zwigzkéw
zawartych w ekstraktach pochodzacych zaréwno z prébek gleby skazonej A, poddawanych
procesowi samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni, jak j.kontrolnej gleby B. Jedynie
prébki gleby B poddawane procesowi samooczyszczania w czasie 12 tygodni nie
wykazywaty genotoksycznosci. Na podstawie przeprowadzonego testu istotnosci
stwierdzono, ze statystycznie istotna réznica pomiedzy probkami A i B wystepowata jedynie

po 12 tygodniach procesu samooczyszczania.
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Tabela 14

Wplyw zanieczyszczen zawartych w glebach A i B na ich genotoksycznos$é -
test z wykorzystaniem dwdch szczepow Bacillus subtilis: M45 (Rec) i HI7 (RecH)

Zmiany stref zahamowania wzrostu B. subtilis [mm]
Gleba A Gleba B
X R X Rec+ AX SDrix X Rec- X Rec+ AX SDn/
1 13,5+15,2 15,8+17,2 2,3 0,18 15,7+16,5 17,6+18,3 19 0,13

oS
[tyg]

4 17,0+20,3  19,5+23,1 2,6 0,16  16,4+21,3  185+234 20 0,18
8 18,9+21,3 21,7+241 27 020 17,7+21,7 199+241 2,3 0,19
12 21,3+225 24,7+26,1 35 0,19  19,4+242 213+261 1,8 0,16

0S - okres samooczyszczania gleby A (1,4 ,8, 12 tygodni)

X liec - strefa zahamowania wzrostu B. Subtilis M45 (Rec-)

X Rect- strefa zahamowania wzrostu B. SubtilisH17 (Rec"}

AX - $redniaroéznica strefzahamowania wzrostu B. Subfilis [M45 (Rec-)- H17 (Rec*)] dla n=5
SDiX - odchylenie standardowe A X

5.3. Wplyw procesu samooczyszczania na wiasciwosci ekotoksyczne

odciekdw gleby A (na funkcje retencyjne)

5.3.1. Ocena fitotoksycznos$ci odciekow
Omoéwienie wynikow badan umozliwiajagcych ocene funkcji retencyjnej gleby

zamieszczono w podrozdziatach 5.3 + 5.4.
5.3.1.1. Wplyw na wzrost korzeni

Wplyw zanieczyszczen zawartych w odciekach pochodzacych z prébek gleby A
skazonych produktami naftowymi, poddawanych procesowi samooczyszczania w czasie 1, 4,
8 i 12 tygodni, na wczesne stadia rozwojowe ros$lin przedstawiono w tab. 15 oraz na rys. 27.
Zanieczyszczenia w probkach odciekow pochodzacych z gleby A po pierwszym tygodniu
procesu samooczyszczania dziataty szczeg6lnie niekorzystnie na rosliny dwuliScienne -
powodowaty catkowitg inhibicje (1« 100%) wzrostu korzeni ogérka i koniczyny i $rednio ok.
90% inhibicje wzrostu korzeni rzezuchy i gorczycy. Srednie wartoéci wspétczynnika 1.
obliczone dla roslin jednolisciennych (pszenica i zyto) wynosity ok. 60%. W glebach po 4
tygodniach samooczyszczania wykietkowaty wszystkie rosliny, jednakze wzrost ich korzeni
byt znacznie mniejszy w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Obliczony wspétczynnik IK byt
szczegdlnie duzy dla rodlin dwulisciennych i wynosit dla ogérka: 87,6%, dla gorczycy - ok.

77% i dla rzezuchy - 78,6%. Zaskakujacy byt efekt ok. dwukrotnie mniejszej inhibicji



wzrostu korzeni innej rosliny dwulisciennej - koniczyny (IK = 37%). Podobny efekt
obserwowano w przypadku jednolisciennego zyta i nieco wieksze wielkosci Ik (= 53%)
w przypadku jednolisciennej pszenicy. W miare uptywu czasu toksyczno$¢ zanieczyszczen
zawartych w odciekach glebowych nieznacznie malata. Po 12 tygodniach procesu
samooczyszczania odcieki glebowe charakteryzowaty sie nadal bardzo wysokag
fitotoksycznoscig w stosunku do bardziej wrazliwych roslin dwulisciennych (Ik ok. 75% dla
rzezuchy, ok. 63% dla gorczycy i ok. 58% dla ogérka). Srednia inhibicja wzrostu korzeni
koniczyny nie przekraczata 30%, a dla obu badanych ro$lin jednolisciennych (pszenica i zyto)

wynosita ok. 40% (rys. 27).

1 pszenica

0O zyto

H rzezucha

O koniczyna
0 gorczyca

0O ogorek

1 4 8 12

okres samooczyszczania gleby A [tygodnie]

Rys. 27. Wpfyw zanieczyszczen ropopochodnych pozostatych w glebie A pojej samooczyszczaniu w
czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni na inhibicje wzrostu korzeni roslin wzgledem roslin z prébek
kontrolnych

Fig. 27. The influence of residual petroleum contaminations during self-cleaning process after 1, 4, 8
and 12 weeks on the plant's roots growth inhibition in comparison to plants from control
samples
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Tabela 15

Zmiany dtugosci korzeni roslin pod wptywem zanieczyszczen ropopochodnych, w odciekach z gleby A podczas procesu samooczyszczania w
czasie 1, 4, 8i 12 tygodni; statystyczng istotno$¢ roznic dtugosci korzeni oceniano testem Dunnetta

Diugos$é korzeni roslin w glebie kontrolnej B i w glebie skazonej A
(po jej samooczyszczaniu w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni)

Rosliny 1 tydzien 4 tydzien 8 tydzien 12 tydzien
| b+SD La+SD tp Lb+SD La+SD tD LbxSD La+SD tp Lb+SD La+SD tD

Jednoliscienne
Pszenica 7,7%0,55 3,0+0,42 + 7,5+0,52 3,4+0,35 + 8,1+0,72 3,8+0,4 + 7,8+0,83 4,8+0,59 +
Zyto 8,1+0,34 2,910,11 + 7,9+0,4 4,8+0,38 + 8,0+0,63 4,2+0,27 + 7,5+0,45  4,4+0,37 +
Dwuliscienne

Rzezucha 6,6+0,71 0,6+0,09 + 6,3+0,71 1,4+0,2 + 6,7+0,22 1,1+0,09 + 6,5+0,58 1,6+0,09 +

Koniczyna 6,8+0,54 0+0 + 6,5+0,67 4,1+0,33 + 6,5+0,48 4,0+0,53 + 6,8+0,71 4,8+0,24 +
Gorczyca 6,4+0,5 0,8+0,06 + 6,1+0,45 1,4+0,08 + 6,2+0,73 1,7+0,08 + 6,4+0,4 2,3+0,11 +
Ogorek 6,6+0,49 0+0 + 6,5+0,7 0,8+0,06 + 6,9+0,79 2,3+0,33 + 7,2+0,87 3,0+0,34 +

L b- $rednia dtugo$¢ korzeni roslin w prébce gleby B - kontrolnej [cm]

L a - $rednia dtugos$¢ korzeni roslin w prébce gleby A - skazonej [cm]

SD - odchylenie standardowe [cm]

tD- test istotnosci Dunnetta (ocena istotnosci réznic dtugosci korzeni pomiedzy prébkami A iB)
+ - roznica dtugosci korzeni roélin istotna statystycznie przy poziomie ufnosci 95%, dla n=25



5.3.1.2. Wplyw na wzrostglonéw Scenedesmus guadricauda

Wptyw zanieczyszczen zawartych w odciekach z prébek gleby A, poddawanych
procesowi samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni, na wzrost glonéw Scenedesmus
guadricauda przedstawiono na rys. 28. Podczas 12 tygodni procesu samooczyszczania gleby
A obserwowano niezmiennie bardzo wysokg toksyczno$é odciekéw glebowych, objawiajgca

sie $rednio ponad 90% inhibicjg wzrostu testowanego glonu.
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okres samooczyszczania gleby A [tygodnie]

Rys. 28. Wplyw zanieczyszczenn ropopochodnych w odciekach z gleby A podczas procesu
samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni na inhibicje wzrostu glonéw Scenedesmus
auadricauda wzgledem glonéw z probek kontrolnych

Fig. 28. The influence of residual petroleum contaminations during self-cleaning process after 1, 4, 8
and 12 weeks on the algae Scenedesmus guadricauda growth inhibition in comparison to
algaefrom control samples

5.3.2. Ocena zootoksycznos$ci odciekow

Badania zootoksyczno$ci z udziatem $limakéw - przedstawicieli gatunku Physa acuta
Drap - wykazaly, ze wszystkie odcieki pochodzace z gleby A powodowaly 100 %
Smiertelno$¢ badanych zwierzat, niezaleznie od czasu trwania procesu samooczyszczania

gleby A.

5.3.3. Ocena genotoksycznos$ci odciekow
Przeprowadzone badania genotoksycznosci na szczepach bakterii Bacillus subtilis: M45
Rec' oraz HI17 Rec+ wskazujg na potencjalng genotoksyczno$¢ lub nawet mutagenno$é

substancji ropopochodnych zawartych w odciekach pochodzacych z probek gleby A (tab. 16).

91



Stwierdzono przy tym wzrost genotoksycznosci odciekow gleby A wraz z wydluzeniem
procesu jej samooczyszczania do 8-12 tygodni. Genotoksycznos$¢ odciekéw z gleby B (tab.
16) ksztattowata sie podobnie jak genotoksyczno$é samej gleby B poddawanej procesowi
samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni (tab. 14). Przeprowadzony test istotnosci
wykazat, iz odcieki pochodzace z gleby A oraz gleby B istotnie réznity sie miedzy sobg przez

caly okres procesu samooczyszczania.

Tabela 16

Wplyw zanieczyszczen zawartych w odciekach gleb A i B na ich genotoksyczno$¢ - test z
wykorzystaniem dwoch szczepow bakterii Bacillus subtilis: M45 (Rec~) i H17 (Rec+)

Zmiany stref zahamowania wzrostu B. subtilis [mm]
(O]

[tyg-3

Gleba A Gleba B
X Rec- X Rect AX  SDax X Rec- X Rec+ AX  SDax
1 17,8*%20,2 21,1*23,7 3,6 0,18 17,2*21,3 19,3*23,2 19 0,13
4 17,6*%20,3 20,7*%23,6 3,2 0,16 19,3*22,1 21,5*24.,6 2,3 0,18
8 17,9*%19,8 21,7*%24,1 4,1 0,37 20,1*%23,4 22,7*26,3 2,6 0,29
12 17,3%22,3 21,4*26,7 4,5 0,45 20,2*22,6 21,8*24,5 1,8 0,16

OS - okres samooczyszczania gleby A (1, 4 ,8, 12 tygodni)

XRec-- strefa zahamowania wzrostu B. Subtilis M45 (Rec”)

XRet- strefa zahamowania wzrostu B. Subtilis H 17 (Rec+)

AX - $rednia réznica stref zahamowania wzrostu B, Subtilis [M45 (Rec-)- H17 (Rec#)] dla n=5
SDax - odchylenie standardowe AX

5.4. Wplyw procesu samooczyszczania na wiasciwosci fizykochemiczne
gleby A oraz odciekdw glebowych

Gleba A charakteryzowata sie zapachem typowym dla produktéw naftowych.
Przeprowadzone analizy fizykochemiczne pozwolity okresli¢ zakres zmian zachodzacych
w niej podczas 12 tygodni samooczyszczania. Wyniki podstawowych oznaczen zebrano
w tabeli 17.

W miare postepujacego procesu samooczyszczania gleby A nastgpity w niej istotne
zmiany - wzrost kwasowosci hydrolitycznej (o ok. 32%), spadek zawartoSci wegla
organicznego (o0 ok. 15%) i substancji organicznej (o ok. 21%), wzrost zawartosci kwasow
huminowych (o ok. 70%) - w stosunku do warto$ci poczatkowych. Podczas badan

stwierdzono réwniez ok. 13-krotny wzrost zawartosci azotu amonowego i niewielki (o ok.
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18%) przyrost ilosci azotu ogdlnego, czemu towarzyszyt ok. 3-krotny spadek koncentracji

azotanow.

Tabela 17

Zmiana wiasciwosci fizykochemicznych gleby A po 12 tygodniach jej samooczyszczania

Rodzaj oznaczenia Jednostka Wartosc Wartoéé
poczatkowa* koncowa**

Odczyn pH 6,20 £ 0,45 59+0,44
Azot ogolny g NQy/kg 151 0,09 1,78 £0,13
Azot amonowy g NNHkg 0,09 + 0,006 1,15 +0,08
Azot azotanowy g NN®Bkg 0,28 £0,02 0,09 + 0,005
Azot azotynowy g NNO2kg 0,017 +0,001 0,02 + 0,001
Wegiel organiczny g Clkg 38,10 +2,79 32,20 £2,29
Fosfor ogdlny g P043/kg 0,16 +0,01 0,17 0,01
Substancja organiczna a/kg 111,10+ 7,31 87,6 £6,11
Kwasowos¢ hydrolltyczna cmol/100g 13,70 £0,90 18,08 + 1,09
Kwasy huminowe % wag. 10,30 +0,73 17,50 £ 1,22

* - érednia arytmetyczna + odchylenie standardowe na poczatku badan (n=3)
** - drednia arytmetyczna + odchylenie standardowe po 12 tygodniach procesu
samooczyszczania (n=3)

Stezenia zanieczyszczen ropopochodnych zawartych w prébkach gleby A przed i po
procesie jej samooczyszczania w czasie 12 tygodni zamieszczono w tabeli 18.

Na podstawie przeprowadzonych analiz ustalono, ze w glebie A wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne stanowity 0,5% wszystkich weglowodoréw aromatycznych, przy
czym rakotwoOrcze i mutagenne weglowodory o pieciu oraz szeSciu pierscieniach
aromatycznych w czasteczce stanowity ok. 18% wszystkich WWA, weglowodory
dwupierscieniowe - ok. 2%, trojpierscieniowe - ok. 13%, a czteropierScieniowe ok. 67 %.
WSsrdd zanieczyszczen ropopochodnych w glebie A dominowaty bardzo trudno rozktadalne
frakcje ciezkie, ktore stanowity prawie 12% masowych w glebie, podczas gdy weglowodory
alifatyczne stanowity 6% masowych, a aromatyczne - ok. 1,5% (tab. 18).

Po 12-tygodniowym procesie samooczyszczania gleby A stwierdzono, ze zawarto$¢
weglowodoréw alifatycznych zmalata o ok. 15%, weglowodoréw aromatycznych o ok. 6%,

WWA o ok. 6%, a frakcji ciezkich o ok. 0,5% w stosunku do wartos$ci poczatkowej.
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Tabela 18

Stezenia zanieczyszczen ropopochodnych w glebie A przed i po procesie samooczyszczania

Rodzaj oznaczenia Jednostka po\(/:\/za;,rttlft)évia* k\é\:,]igevii*
Weglowodory alifatyczne g/kg s.m.g. 54,87 + 6,59 46,70 = 5,60
Weglowodory aromatyczne g/kg s.m.g 10,44 = 1,25 9,78 £ 1,17
Frakcje ciezkie g/kg s.m.g 117,68 2,47 117,00 2,46
Naftalen mg/kg s.m.g. 1,00 £0,30 0,40 £0,12
Acenaften mg/kg s.m.g 0,22 + 0,06 0,17 £0,05
Fluoren mg/kg s.m.g 0,21 +0,06 0,20 + 0,06
Fenantren mg/kg s.m.g 3,73+1,10 3,31 +0,98
Antracen mg/kg s.m.g 2,76 £0,81 2,62 £0,77
Fluoranten mg/kg s.m.g 482 +1,40 478 + 1,39
Piren mg/kg s.m.g 9,08 £ 2,56 8,84 £2,49
Benzo(a)antracen mg/kg s.m.g 3,98 £1,11 3,75+ 1,05
Chryzen mg/kg s.m.g 12,60 £3,52 12,57 £3,51
Benzo(b)fluoranten mg/kg s.m.g 3,92 + 1,13 3,90+1,12
Benzo(Kk)fluoranten mg/kg s.m.g 1,72 £0,49 1,71 £ 0,48
Benzo(a)piren mg/kg s.m.g 2,72 +0,76 2,65 +0,74
Benzo(ghi)perylen mg/kg s.m.g 2,62 0,81 2,55 +0,79
Dibenzo(a,h)antracen mg/kg s.m.g 0,84 £ 0,26 0,81 +0,25
Indeno(1,2,3-cd)piren mg/kg s.m.g 3,42 £ 0,95 3,29 +0,91
£9 WWA mg/kg s.m.g 38,15 34,34

« - $rednia arytmetyczna = Ur na poczatku badan (n=3)
** - §rednia arytmetyczna + URpo 12 tygodniach procesu samooczyszczania (n=3)

UR- niepewno$¢ rozrzerzona
£ 9 WWA (naftalen, fenantren, antracen, fluoranten, chryzen, benzo(a)antracen, benzo(a)piren,
benzo(k)fluoranten, benzo(ghi)perylen)

Podobne analizy przeprowadzono dla odciekéw zbieranych do pojemnikéw
umieszczonych pod lizymetrami. Na podstawie wynikow tych badan (tab. 19) stwierdzono, ze
po 12 tygodniach procesu samooczyszczania masy 1 kg gleby A potencjalnie do wad
gruntowych mogty w sumie przedostac¢ sie nastepujace ilosci zanieczyszczen:

» weglowodory alifatyczne - ok. 42 mg, co stanowi ok. 0,07% ilosci znajdujacej sie
w badanych préobkach gleby,

e frakcje ciezkie - 27,7 mg, co stanowi 0,024% iloSci znajdujacej sie w glebie,

« weglowodory 2 pierScieniowe - 0,19 pg, co stanowi 0,02% ilosci znajdujacej sie

w badanych prébkach gleby,
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e weglowodory 3-pierscieniowe -

w badanych prébkach gleby,

e weglowodory 4-pierScieniowe -

w badanych prébkach gleby,

2,09 pg, co stanowi 0,036% iloSci znajdujacej sie

6,01 pg, co stanowi 0,012% ilosci znajdujacej sie

e weglowodory 5-i 6-pierScieniowe - 3,6 pg, co stanowi 0,036% ilosci znajdujacej sie

w badanych prébkach gleby.

Tabela 19

Stezenia zanieczyszczen ropopochodnych w odciekach z gleby A podczas procesu
samooczyszczania (1, 4, 8 i 12 tygodni)

Rodzaj oznaczenia

Weglowodory
alifatyczne

Frakcje ciezkie
Naftalen
Acenaften

Fluoren

Fenantren
Antracen
Fluoranten

Piren
Benzo(a)antracen
Chryzen
Benzo(a)fluoranten
Benzo(k)fluoranten
Benzo(a)piren

Benzo(ghi)perylen

Dibenzo(a,h)antracen

Indeno(1,2,3-cd)piren

2 9WWA

Jednostka

mg/l
mg/l
agli
py/i
pgi
pgi
pyi
py/i

pofi
pofi
tag/l
P
pofi
pg/i
pofi
pofi
pyi

6,68 + 0,80
516 +0,11
<0,012 +0,004
0,077 + 0,027
<0,020 + 0,007
<0,023 + 0,008
0,236 + 0,083
<0,022 + 0,008
0,917 + 0,260
0,540 +0,140
0,068 +0,016
0,988 £ 0,225
0,074 £0,017
0,596 + 0,098
0,486 +0,122
0,240 + 0,055
0,573 0,144
2,971

* - warto$¢ $rednia stezenia zanieczyszczenia+ UrQi=3)
Ur - niepewno$¢ rozszerzona

Z 9 WWA (naftalen, fenantren, antracen, fluoranten, chryzen, benzo(a)antracen, benzo(a)piren,

benzo(k)fluoranten, benzo(ghi)perylen)
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Stezenie + UR

Czas (tygodnie)

4

10,20 = 1,22
6,80 £0,14

8,81 + 1,06

510+0,11

<0,012 + 0,004 0,054 +0,019

0,025 £ 0,009
0,032 £0,011
0,107 £0,038
0,048 +0,017
0,046 +0,016
0,080 + 0,023
0,036 + 0,009
0,022 + 0,005
0,046 £0,010
0,006 + 0,001
0,023 £ 0,004
0,027 £+ 0,007
0,011 +0,003
0,022 + 0,006
0,367

0,038 +0,013
<0,020 + 0,007
0,660 * 0,233
0,084 £ 0,030
0,094 + 0,033
0,398 +0,113
0,115 0,030
0,091 + 0,022
0,169 +0,039
0,037 + 0,009
0,108 £ 0,018
0,060 £0,015
0,060 +0,014
0,112 +0,028
1,435

12

9,30 +1,12
6,02 +0,13
0,078 £0,028
0,017 +0,006
0,048 +0,017
0,236 + 0,083
0,068 £ 0,024
0,093 £ 0,033
0,511 + 0,145
0,177 +0,046
0,186 +0,044
0,223 + 0,051
0,067 £0,015
0,265 £ 0,043
0,136 +0,034
0,056 + 0,013
0,216 +0,054
1,462



5.5. Fitoremediacja gruntu wspomagana biopreparatami

W kolejnym etapie badan oceniano wybrane rosliny pod katem mozliwosci ich
wykorzystania w procesach fitoremediacji gleb skazonych substancjami ropopochodnymi.
Badano takze wptyw dodatku biopreparatu bakteryjnego oraz grzybowego na wzrost i rozwoj

tych roslin, a takze na stopien usuniecia zanieczyszczen ropopochodnych z gleby.

5.5.1. Wptyw dodatku biopreparatow na proces fitoremediacji gleb zanieczyszczonych
produktami naftowymi

Wyniki przeprowadzonych badan laboratoryjnych sugerowaty celowo$é podjecia préby
fitoremediacji gleby A wspomaganej dodatkiem biopreparatow w warunkach polowych.
Doswiadczenie prowadzono przez 3 miesigce. Do badan wybrano pszenice ze wzgledu na
najkorzystniejszy sktad mikroorganizméw ryzosferowych, wysoki wspotczynnik infekcji
mikoryzowej oraz na zdolno$¢ adaptacji tej rosliny do wzrostu w glebach zanieczyszczonych
produktami naftowymi. Wyniki przedstawione w tab. 20 wykazujag ze roslina oraz
biopreparaty powodowaty istotny wzrost efektu usuniecia weglowodoréw z analizowanych
prébek gleby A.

Najwyzszy byt ubytek weglowodorow dwupierScieniowych, siegajagcy po 3
miesigcach ponad 96% w probkach, w ktérych zastosowano tgcznie biopreparaty oraz rosliny.
Wraz ze wzrostem liczby pierScieni w czasteczce WWA malata ich podatno$¢ na
biodegradacje. Zastosowanie samego biopreparatu bakteryjnego badz grzybowego oraz samej
rosliny nie przynosito tak dobrych rezultatéw, jak uzycie ich w polgczeniu. Obsianie gleby
pszenicag spowodowato wzrost stopnia usuniecia weglowodorow alifatycznych (w poréwnaniu
do proébek bez roslin) S$rednio o ok. 26%. Dodatkowe wprowadzenie biopreparatu
otrzymanego z zespotu bakterii autochtonicznych spowodowato zwiekszenie efektywnosci
rozktadu tych zanieczyszczen o ok. 30%, a wprowadzenie inokulum grzybéw mikoryzowych
0 ok. 44% w porownaniu z prébkami obsianymi samg pszenica. W probkach z ro$linami
1biopreparatem grzybowym uzyskano 10-krotnie wiekszy stopief usuniecia weglowodorow
aromatycznych niz w probkach gleby A bez roslin i bez biopreparatéw (tab. 20).

W probkach gleb obsianych pszenicg stwierdzono takze wzrost stopnia usuniecia
weglowodoréw aromatycznych (w poréwnaniu do prébek bez roslin) o ok. 27%,
stymulowany istotnie obecno$cig biopreparatow (dodatkowy wzrost efektywnosci
bioremediacji o ok. 17% i 33%, odpowiednio dla prébek z biopreparatem bakteryjnym

i grzybowym.
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Zastosowane biopreparaty w potaczeniu z roslinami podniosty takze efektywnos$é
usuwania frakcji ciezkich $rednio 13,5 razy w poréwnaniu z prébkami bez roslin (tab. 20).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, Zze najlatwiej rozktadajgcym sie
zanieczyszczeniem w analizowanych probkach gleby A byt naftalen. W prébkach, w ktérych
zastosowano tgcznie pszenice i biopreparaty, ubytek tego zanieczyszczenia siegat ponad 96%.

Analizujac rozktad weglowodoréw 3-pierScieniowych stwierdzono, ze obsianie gleby
pszenicg powodowato wzrost stopnia usuniecia tych zwigzkéw o ok. 39% (w poréwnaniu do
probek bez roslin i biopreparatébw), natomiast wprowadzenie dodatkowo biopreparatu
bakteryjnego zwiekszato efektywno$é tego procesu o ok. 27%, a biopreparatu grzybowego
0 ok. 41%. Podobne rezultaty otrzymano w przypadku weglowodoréow 4-, 5- i 6-
pierscieniowych. W probkach, w ktérych zastosowano bioremediacje z udziatem roslin i bio-
praparatéw, procentowy efekt usuniecia tych zanieczyszczen byt $rednio wyzszy o ok. 40-r
80% w poréwnaniu z prébkami bez roslin i biopreparatéw (tab. 20).

Przeprowadzone analizy statystyczne wykazaty wysokie wspotczynniki korelacji
miedzy stopniem zmikoryzowania korzeni roélin a liczbg bakterii degradujgcych
weglowodory (0,899) oraz miedzy liczbg bakterii degradujgcych weglowodory a stopniem ich
usuniecia (powyzej 0,92). Nie stwierdzono istotnych zaleznos$ci miedzy stopniem
zmikoryzowania roslin a 0ogdlng liczbg bakterii saprofitycznych i grzybéw, natomiast wysoka
korelacje ujemng (-0,91) obserwowano pomiedzy stopniem zmikoryzowania roélin a liczbg

promieniowcow.
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Tabela 20

Efekt usuniecia [%] zanieczyszczen z gleby A po zastosowaniu r6znych wariantow remediacji

Rodzaj oznaczenia

Weglowodory
alifatyczne
Weglowodory
aromatyczne

Frakcje ciezkie
Naftalen

Weglowodory
dwupiersclenlowe

Acenaften

Fluoren

Fenantren
Antracen
Weglowodory
tréjpierscieniowe
Fluoranten

Piren
Benzo(a)antracen
Chryzen
Benzo(b)fluoranten
Benzo(k)fluoranten

Weglowodory
czteropierscienlowe

Benzo(a)piren
Benzo(ghi)perylen
Weglovyodory
pieciopierscieniowe
Dibenzo(a,h)antracen
Indeno(1,2,3-cd)plren

Weglowodory
szesciopierscieniowe

Gleba A

14,89
6,3
0,58
59,68
59,68
20,56
12,43
11,32
4,95
9,11
0,9
2,59
5,69
0,2
0,5
0,5
1,54
2,69
2,67
2,68
3,78
3,71

3,72

Gleba A Gleba A +
biopreparat biopreparat
bakteryjny

+

pszenica

40,5
33,6
2,56
89,7
89,7
62,5
42,17
58,3
33,17

47,92
31,26
30,29
33,4
23,1
22,8
27,6

27,31
19,8
11,2

15,58
24,3
11,6

14,11

39,8
21,3
1,13
91,6
91,6
59,6
34,9
47,9
34,5

42,53
27,8
25,6
22,9
21,3
11,6
16,9

22,16
13,8
17,6

15,66
14,3
16,4

15,98
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Gleba A +

grzybowy

21,9
18,0
0,97
74,6
74,6
44,1
23,9
19,8
11,9

17,55
33,2
27,4
26,4
25,6
19,1
13,3

25,86
9,8
10,2

9,99
12,5
9,8

10,33

Gleba A +

Gleba A +

pszenica + pszenica +
biopreparat biopreparat

bakteryjny

70,6
50,9
6,92
96,7
96,7

82,1
72,9
78,1
69,7

74,72
46,4
59,7
61,2
54,8
50,6
39,6

54,44
44,8
34,6

39,79
31,5
29,7

30,05

grzybowy
84,1
66,8
8,6
98,9
98,9
89,7
86,3
91,9
85,1

88,95
72,1
67,4
75,9
70,6
75,1
69,4

71,01
58,9
51,1

55,07
44,2
46,1

45,72



Rys. 29. Formacje mikoryzowe w korzeniach pszenicy zaszczepionej biopreparatem grzybowym
(powigkszenie 200x)
Fig. 29. Micorrhizalformations in wheat’s roots amended withfungi inoculation (magnification 200x)

55.2. Wplyw szczepienia gleby biopreparatami na liczebnosé bakterii zdolnych do
degradacji weglowodoréw

Wyniki badania wptywu szczepienia gleby biopreparatami na liczebno$¢ bakterii
zdolnych do rozktadu weglowodoréw zamieszczono w tabeli 21.

Dane zawarte w tabeli 21 pokazuja, ze obsianie gleby A pszenicg spowodowato wzrost
liczby bakterii degradujacych weglowodory ponad 20 razy w poréwnaniu z gleba bez roslin,
wprowadzenie biopreparatu bakteryjnego - 19 razy, a grzybowego - 1,7 razy. Po zastosowaniu
rosliny w potaczeniu z biopreparatem bakteryjnym analizowany efekt byt 3000 razy wiekszy,

a z biopreparatem grzybowym - 3800 razy wiekszy w poréwnaniu z sama glebg A (tab. 21).
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Tabela 21

Liczebnos¢ bakterii zdolnych do rozktadu weglowodoréw w glebie A w zaleznosci od
zastosowanego wariantu bioremediacji

Liczba mikroorganizmow

Wariant bioremediaciji fliczba kom./g s.m.g]
X & SD
Gleba A (samooczyszczanie) 0,46(106 0,045(106
Gleba A+pszenica 10,1(106 1,03(106
Gleba A+biopreparat bakteryjny 8,7(106 0,68(106
Gleba A+biopreparat grzybowy 0,8(106 0,06(106
Gleba A+pszenica+ biopreparat bakteryjny 13,8(108 173,88(106
Gleba A+pszenica+ biopreparat grzybowy 17,5(108 204,75( 106

X$r. - $rednia arytmetyczna (n=5)
s.m.g. - sucha masa gleby
SD - odchylenie standardowe

5.5.3. Ocena ekotoksykologiczna gleby po procesie fitoremediacji wspomaganej
biopreparatami

Po trzymiesiecznym okresie fitoremediacji gleby A, wspomaganej biopreparatami,
przeprowadzono testy toksykologiczne majgce na celu poréwnanie toksycznosci prébek gleb,
do ktérych wprowadzono biopreparat bakteryjny, jak i grzybowy. Testy prowadzono
z wykorzystaniem przedstawicieli producentow: pszenicy zwyczajnej (Triticum vulgare V.),
zyta zwyczajnego (Secale cereale L.), rzezuchy fgkowej (Cardamine pratensis L.), koniczyny
biatej (Trifolium repens V.), gorczycy biatej (Sinapis alba L.) i ogérka siewnego (Cucumis
sativus L.) - zgodnie z p. 4.3.1.1 i 4.3.1.2 - oraz konsumentéw dzdzownic z gatunku Eisenia
fetida (wg p. 4.3.2; funkcja siedliskowa gleby). Przeprowadzono réwniez testy toksycznosci
wyciagow glebowych, uwzgledniajace funkcje retencyjng gleby, ze wzgledu na mozliwos$¢
przedostawania sie zanieczyszczen do odbiornikéw wodnych. Wykorzystano tu $limaki Physa
acuta Drap (p. 4.3.3) oraz glony Scenedesmus guadricauda (p. 4.3.1.3).

Wartos$ci wspdétczynnika inhibicji wzrostu korzeni IK rodlin w glebie A po procesie
fitoremediacji wahaty sie w granicach 13 + 44% (rys. 30). Najwyzszg inhibicje odnotowano
w przypadku rzezuchy i gorczycy. W probkach gleby z dodatkiem biopreparatu bakteryjnego
stwierdzono wiekszy stopien inhibicji wzrostu roslin jednolisciennych, natomiast w prébkach
do ktérych wprowadzono biopreparat grzybowy - roslin dwulisciennych (wyjatek stanowita
koniczyna). Dodatek biopreparatéw, zaréwno bakteryjnego, jak i grzybowego, spowodowat
istotne zmniejszenie toksycznosci w stosunku do pszenicy, rzezuchy, gorczycy oraz ogorka.

Podobne zjawisko odnotowano poréwnujac przyrost biomasy roslin (rys. 31), przy czym
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w przypadku pszenicy wspomaganej biopreparatem grzybowym obserwowano wiekszy

przyrost biomasy.

pszenica zyto rzezucha koniczyna gorczyca ogorek

O z biopreparatem grzybowym m z biopreparatem bakteryjnym

O sama roslina

Rys. 30. Pordéwnanie efektu zahamowania wzrostu korzeni rodlin po procesie fitoremediacji
wspomaganej biopreparatami

Fig. 30. The comparison ofplant's biomass inhibition after phytoremediation process supported with
bacteria andfungi inoculation

0O z biopreparatem grzybowym |z biopreparatem bakteryjnym

0O sama roslina

Rys. 31. Poréwnanie efektu zahamowania przyrostu biomasy ros$lin po procesie fitoremediacji
wspomaganej biopreparatami

Fig. 31. The comparison ofplant's biomass inhibition after phytoremediation process supported with
bacteria andfungi inoculation

W glebie A po procesie bioremediacji, zarowno w prébkach, do ktérych dodano

biopreparat bakteryjny, jak i grzybowy, w tescie toksycznosci ostrej stwierdzono znaczng
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$miertelno$¢ testowanych dzdzownic. W glebie z biopreparatem bakteryjnym wynosita ona
$rednio 37% populacji, a z biopreparatem grzybowym - 42%. Dzdzownice, ktore przezyty
byty apatyczne, nierbwnomiernie rozmieszczone w podtozu, a zabarwienie ich naskorka byto
sinofioletowe.

W testach przeprowadzonych na wyciggach glebowych z uzyciem S$limakéw oraz
glonéw nie stwierdzono znaczacych réznic toksycznosci pomiedzy prébkami z dodatkiem
biopreparatu bakteryjnego, jak i grzybowego. Rekultywowana gleba charakteryzowata sie
nadal do$¢ wysoka toksycznoscig, np. S$rednia S$miertelno$¢ Slimakéw w odciekach
pochodzacych z prébek gleb z dodatkiem bakterii wynosita 4,7 osobnikéw na 10, z dodatkiem
grzybow - 5,2/10. Doswiadczenia z uzyciem glonéw Scenedesmus guadricauda jako
organizmu testowego wykazaty toksyczne dziatanie wyciagdw glebowych, np. po 72 h
inkubacji w probkach wyciggéw pochodzacych z gleby z dodatkiem biopreparatu
grzybowego stopien zahamowania wzrostu w stosunku do kontroli wynosit prawie 70%, za$
z dodatkiem biopreparatu bakteryjnego 56%. Na tak toksyczne oddziatywanie
prawdopodobnie najwiekszy wptyw miaty metabolity powstajagce w trakcie rozkiadu
zanieczyszczen ropopochodnych lub desorpcja (trwale do tej pory zwigzanych)

zanieczyszczen.



6. DYSKUSJA WYNIKOW BADAN

6.1. Wpltyw procesu samooczyszczania na ekotoksyczno$é¢ gleby skazonej

produktami naftowymi i jej odciekéw

Wiasciwoscia ekosystemow naturalnych zaréwno lagdowych, jak i wodnych jest
przeptyw energii i obieg materii. Postepujgca industrializacja przyczynita sie do tego, ze do
obiegu pierwiastkdbw na niespotykang skale zostaty wiaczone ksenobiotyki. Sg to zwigzki
chemiczne obce dla organizméw zasiedlajgcych Srodowisko przyrodnicze i dla organizmu
cztowieka, ktére w istotny sposdb zakidcajg lub zmieniajg przebieg naturalnych proceséw
zachodzacych w ekosystemach.

W glebie A pobranej z terenu rafinerii Czechowice-Dziedzice, skazonej produktami
naftowymi, wsrod WWA przewazaty weglowodory czteropierécieniowe stanowigce 67%
wszystkich WWA. Weglowodory piecio- i szeSciopierscieniowe stanowity 18% WWA,
natomiast sumaryczny udzial weglowodoréow dwu- i trojpierscieniowych wynosit 15%.
Niekorzystng wasciwoscig tej gleby byta wysoka zawartos¢ frakcji ciezkich - ok. 118 g/kg
s.m.g. i znaczna koncentracja weglowodorow alifatycznych - 55 g/kg s.m.g. oraz weglo-
wodoréw aromatycznych - 10,5 g/kg s.m. (tab. 4, 5, 18). Poza tym byly to stare zanie-
czyszczenia, w zwigzku z czym ich biodostepnos¢ byta w znacznym stopniu ograniczona.
Dodatkowym utrudnieniem bioremediacji byta duza toksyczno$¢ analizowanego materiatu
glebowego.

Procesy bakteryjnego utleniania produktéw naftowych, w tym WWA, sg dobrze
poznane i opisane. Do lat 80. XX wieku sadzono, ze bakterie sg w stanie metabolizowac
WWA zawierajace w czasteczce maksymalnie trzy pierScienie benzenowe. Przetomem staly
sie wyniki opublikowane przez Heitkamp i Cemiglia (1988), ktorzy opisali wyizolowang
przez siebie Gram-dodatnig bakterie zdolng do rozktadu weglowodoréw 4-pierscieniowych
w procesach kometabolizmu. Rok pdzniej Mueller i wspotpracownicy (Mueller i in., 1989)
zademonstrowali po raz pierwszy w historii konsorcjum sktadajgce sie z siedmiu szczepow
bakteryjnych, ktére miato zdolno$¢ wykorzystywania weglowodoréw 4-pier$cieniowych jako
jedynego Zzrodia wegla i energii. Od tego czasu opublikowano wiele wynikéw badan
potwierdzajacych zdolno$¢ bakterii do degradowania weglowodoréw zawierajacych
w czasteczce co najmniej 4 pierécienie aromatyczne (Mahaffey i in., 1988; Kelley i Cemiglia,

1991; Trzesicka-M#tynarz i Ward, 1995; Potter i in., 1999; Churchill i in.,, 1999). Niektdre
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zrodha literaturowe podajg, ze rozktad weglowodorow 5-pierscieniowych przez bakterie jest
mozliwy, jednak okres ich mineralizacji jest bardzo dtugi i moze wynosi¢ od 3 do 60 i wiecej
lat (Goodin i Webber, 1995; Schneider i in., 1996).

Badanie efektywnosSci procesu samooczyszczania opisanego Ww niniejszej pracy
prowadzono zgodnie z zaleceniami DECHEMA (1995), oceniajgc toksyczno$¢ gleby
z uwzglednieniem jej funkcji jako siedliska oraz jej funkcji retencyjnej. Zanieczyszczenie
ekosystemu glebowego stanowi bowiem bezpos$rednie zagrozenie nie tylko dla jego
biocenozy, ale réwniez posrednio dla organizméw wodnych oraz dla wielu organizméw
(w tym cztowieka) korzystajgcych z gleby jako bazy pokarmowej.

W testach toksycznosci wykorzystywano przedstawicieli nalezacych do trzech
poziomoéw troficznych: producentéw, reducentéw oraz konsumentéw. Przeprowadzono
réwniez badania majace na celu ocene wiasciwosci mutagennych skazonej gleby. Wyniki
przeprowadzonych testow wykazaty, ze wrazliwo$¢ reprezentantow nalezagcych do
poszczegdlnych grup byta zréznicowana.

Sposréd metod wykorzystujagcych rosliny w celu okre$lenia toksycznosci
zanieczyszczonych gleb najcze$ciej stosuje sie testy kietkowania roslin i zahamowania ich
wzrostu. Testami najczesciej przeprowadzanymi na zwierzetach sg testy toksycznosci ostrej,
testy unikania oraz testy reprodukcji. W biomonitoringu toksycznosci gleb zanieczyszczonych
produktami naftowymi oraz WWA podczas procesu ich bioremediacji stosuje sie gtéwnie
testy ostre z wykorzystaniem dzdzownic uzupetnione testami kietkowania nasion. Testy te sg
uzyteczne ze wzgledu na prosta metodyke, umiarkowang wrazliwos$é bioindykatorow
w stosunku do toksykantéw oraz mozliwos$¢ uzycia ich w warunkach ex situ (Maila i Cloete,
2005).

6.1.1. Fitotoksycznos$¢ gleby i odciekéw

Badania fitotoksycznosci gleby A skazonej produktami naftowymi wykazaty, ze
zanieczyszczenia pozostale w glebie A po pierwszym tygodniu samooczyszczania
powodowaty ok. 75% inhibicje przyrostu biomasy zyta i gorczycy, ok. 57% inhibicje
przyrostu biomasy rzezuchy, prawie 40% - ogo6rka i pszenicy i 30% - koniczyny.
Wydtuzanie czasu samooczyszczania gleby A nie powodowato istotnych zmian
wspoétczynnika inhibicji. W przypadku koniczyny zaobserwowano nawet wiekszg
fitotoksyczno$¢ gleby po procesie samooczyszczania w czasie 4 i 8 tygodni w poréwnaniu

z glebg oczyszczang przez okres 1 i 12 tygodni. Ro$ling najbardziej wrazliwag na



zanieczyszczenia zawarte w analizowanych prébkach gleby A byla rzezucha, natomiast
najbardziej odporne okazaly sie pszenica i ogorek (rys. 5, tab. 7).

Wiekszy efekt fitotoksyczny zaobserwowano w przypadku odciekéw glebowych (tab.
15, rys. 27). Zanieczyszczenia obecne w probkach odciekéw pochodzgcych z gleby A po
pierwszym tygodniu procesu samooczyszczania powodowaty catkowitg inhibicje wzrostu
korzeni ogoérka i koniczyny i $rednio ok. 90% inhibicje wzrostu korzeni rzezuchy i gorczycy.
Srednie wartoéci wspétczynnika Ik obliczone dla roélin jednoliéciennych (pszenica i zyto)
wynosity ok. 60%. Po 12 tygodniach procesu samooczyszczania odcieki glebowe charakte-
ryzowaty sie nadal bardzo wysokg fitotoksycznoscia w stosunku do bardziej wrazliwych
roslin dwulisciennych (Ik ok. 75% dla rzezuchy, ok. 63% dla gorczycy i ok. 58% dla ogoérka).
Srednia inhibicja wzrostu korzeni ro$lin jednoliéciennych (pszenica i zyto) wynosita ok. 40%
(tab. 15, rys. 27).

Duzag wrazliwo$¢ rzezuchy na toksyczne dziatanie weglowodoréw odzwierciedlajg
badania przeprowadzone przez Maila i Cloete (2002), ktorzy testowali zdolnos$¢ kietkowania
nasion rzezuchy w glebach zanieczyszczonych WWA w sposéb ,celowy” i w glebach
zanieczyszczonych ,historycznie”. W glebach dawno zanieczyszczonych weglowodorami
nasiona rzerzuchy w og6le nie kietkowaly, natomiast w zanieczyszczonych celowo przy
poziomie zanieczyszczenia 300 mg WWA/kg s.m.g. odsetek kietkujacych roslin malat o ok.
90 w poréwnaniu z prébami kontrolnymi. Jak podajg Henner i in. (1999), WWA o niskiej
masie czasteczkowej w znacznie wiekszym stopniu oddziatujg toksycznie na rosliny niz
weglowodory o duzych masach. Autorzy ci zaobserwowali, ze ro$linami bardziej odpornymi
na toksyczne dziatanie weglowodoréw byly rodliny jednoliscienne (zyto i kukurydza) niz
dwuliscienne (koniczyna i gorczyca). W probkach gleb silnie zanieczyszczonych
(pochodzacych z terenéw rafinerii) rosliny dwuliscienne (gorczyca, lucerna i koniczyna)
w ogole nie kietkowaly, natomiast poziom kietkowaniajednolisciennych wahat sie w zakresie
9+30%. Po dwoch miesigcach uprawy roslin w glebach zanieczyszczonych weglowodorami
autorzy odnotowali skrécenie dlugosci korzeni roslin w poréwnaniu z roslinami z probek
kontrolnych.

Podobny efekt zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy (rys.
6+16). Obserwacje mikroskopowe korzeni roslin rosngcych na terenach zanieczyszczonych
weglowodorami wykazaty redukcje strefy wiosnikowej korzeni, skrocenie ich dtugosci przy
jednoczesnym wzroscie S$rednicy, a takze obecno$¢ bardzo duzej ilosci przestworéw

powietrznych aerynchymy.
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Potwierdzenie celowosci przeprowadzania testébw wzrostu roslin, a nie tylko ich
kietkowania przy wyborze rodlin uzywanych w procesie fitoremediacji, mozna odnalezé
w artykule Smitha i in. (2006). Autorzy testowali 4 gatunki traw (Dactylis glomerata, Festuca
arundinacea, Festuca rubra oraz Lolium perenne) i trzy gatunki roslin motylkowych {Lotus
corniculatus, Trifolium pratense, Trifolium repem). W eksperymencie wykorzystano gleby
zanieczyszczone weglowodorami: glebe skazong WWA (1000 mg WWA/kg s.m.g.), glebe
zanieczyszczong smotg pogazowg (weglowg; 1600 mg/kg s.m.g.), glebe z terenu koksowni
(5000 mg weglowodoréw/kg s.m.g.). W przeprowadzonym tescie kietkowania roslin pomimo
tak znacznych stezen i duzej réznorodnos$ci zanieczyszczen nie zaobserwowali oni istotnych
réznic w efektywnosci kietkowania nasion miedzy prébkami gleb skazonych
i kontrolnych, natomiast w teécie wzrostu roslin odnotowali istotng redukcje biomasy roslin
rosnacych na glebach zanieczyszczonych w poréwnaniu z gleba kontrolna.

Obserwowany przez wielu autoréw i wykazany takze w niniejszej pracy wiekszy efekt
fitotoksyczny probek odciekéw glebowych w poréwnaniu z prébkami gleby wynika
najprawdopodobniej z r6znej biodostepnosci zanieczyszczen obecnych w glebie i roztworach.
Zanieczyszczenia wystepujace w glebach oddziatujg z matryca glebowg, wskutek czego czes¢
z nich jest trwale sorbowana na koloidach glebowych i tym samym jest niedostepna dla
mikroorganizméw, roslin i zwierzat (Lanno i in., 2004).

Odpowiedz bioindykatoréw na zanieczyszczenia organiczne zmienia sie w zaleznosci
od gatunku testowanych roslin (Wang, 1991). Siciliano i wsp. (1997) obserwowali ponad
dziesieciokrotng réznice miedzy wspétczynnikami inhibicji wzrostu roslin réznych gatunkéw
traw rosnagcych w glebach zanieczyszczonych substancjami chloroorganicznymi. Wedtug
Caims i Chapman (1993, 1995) uzycie organizméw autochtonicznych w charakterze
bioindykatorow powoduje wzrost niezawodnosci biotestow.

Istotne réznice w toksycznosci gleb moga takze by¢ skutkiem obecnosci w nich
niektorych specyficznych substancji. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach duzo
wieksza toksycznos$¢ gleby A w poréwnaniu z glebg B mogta wynika¢ z obecnos$ci naftalenu
(tab. 5). Jak podaja Henner i in. (1999), fitotoksyczno$¢ gleb zanieczyszczonych
weglowodorami jest duzo wieksza w obecnosci znacznych stezen substancji lotnych,
zwiaszcza naftalenu. Zwigzki o matej masie czasteczkowej powinny by¢ stosunkowo tatwo
usuwane z gleby, np. w procesie odparowania. Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej
pracy wykazuja, ze po 12 tygodniach samooczyszczania sumaryczna koncentracja 9 WWA

praktycznie nie ulegta zmianie, natomiast stezenie naftalenu spadto o potowe (tab. 18).
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Wysoka ekotoksyczno$¢ gleby A mogta by¢ wynikiem nie tylko zanieczyszczenia jej
weglowodorami, lecz réwniez niekorzystnego stosunku stezenia wegla do stezenia azotu. Jak
podaje LityAski (1982), dostepnos$¢ azotu w glebie dla roslin jest ograniczona i maleje wraz ze

wzrostem stosunku C:N.

6.1.2. Zootoksycznos$é gleby i odciekéw

Do badan toksycznosci ostrej jako przedstawiciela konsumentéw wybrano dzdzownice
z gatunku Eiseniafetida. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen zaobserwowano, ze
dzdzownice umieszczone w pojemnikach wypetnionych glebg A po pierwszym tygodniu
procesu samooczyszczania byty mato aktywne i nie wykazywaly wyraznej reakcji na dotyk.
Ich rozmieszczenie w podiozu byto nieréwnomierne. Po 14 dniach testu S$miertelnos¢
dzdzownic wynosita 70%. Test toksycznosci ostrej z wykorzystaniem dzdzownic powtdrzono
po 12 tygodniach procesu samooczyszczania gleby A. Okazato sie, ze efekt toksycznego
oddziatywania zanieczyszczen pozostatych w glebie A byt podobny, jak na poczatku procesu
(p. 5.2.5). Obserwacje te sg zbiezne ze spostrzezeniami Matachowskiej-Jutsz (2002),
dokonanymi podczas realizacji badan z wykorzystaniem przepracowanego oleju silnikowego.
Stezenie weglowodoréw alifatycznych w oleju wynosito ok. 1074 mg/kg oleju. Do podioza
glebowego wprowadzano 1, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 i 200 g oleju/kg gleby,
a nastepnie prowadzono test toksycznosci ostrej na dzdzownicach. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan stwierdzono, Ze stezenia wyzsze od 1 g oleju/kg gleby uniemozliwiaty
prawidtowy przyrost biomasy dzdzownic, a stezenia powyzej 175 g/kg gleby powodowaty
$mier¢ zwierzat.

Badania laboratoryjne przeprowadzone przez Kiepas-Kokot (1999) na dzdzownicach
gatunku Eisenia fetida dowiodty, ze niskie stezenia substancji ropopochodnych w podtozu
hodowlanym dziatajag wabigco, szczegolnie na osobniki doroste. Testy atrakcyjnosci
pokarmowej, przeprowadzone przez autorke wykazaly, ze atrakcyjno$¢ ta rosta wraz
z uptywem czasu. Efekt ten byt prawdopodobnie skutkiem nie tylko adaptacji, ale przede
wszystkim degradacji najlzejszych frakcji substancji ropopochodnych. Mimo wabigcego
oddziatywania sktadnikdw ropopochodnych na dzdzownice podioza z dodatkiem tych
substancji uniemozliwiaty prawidtowy przyrost biomasy dzdzownic, a takze powodowaty ich
$Smiertelno$¢. Do podobnych wnioskéw doszta Schaefer (2001), ktoéra badata wplyw
przepracowanego oleju na $miertelno$¢, reprodukcje i unikanie skazonego podioza przez
dzdzownice. W podtozu zanieczyszczonym olejem o stezeniu weglowodoréw lg/kg gleby

$Smiertelno$¢ dzdzownic nie przekraczata 6%, podczas gdy w teScie reprodukcji odnotowata
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przeszto 80% spadek produkcji kokondéw i ilosci wylegtego potomstwa. W glebie
zanieczyszczonej 1 g oleju/kg gleby biomasa dzdzownic byta ok. 10% nizsza w poréwnaniu
ze zwierzetami w probkach kontrolnych. W tescie unikania az 84% dzdzownic unikato
skazonego podtoza.

Wyniki badan wiasnych wykazaty, ze gleba A poddawana procesowi samooczyszczania
w czasie 12 tygodni nadal zawierata wysokie stezenia weglowodoréw alifatycznych (ok.
47 g/kg gleby), aromatycznych (ok. 8 g/kg gleby) i frakcji ciezkich (ok. 117 g/kg gleby)
(tab. 18). W szczegdlnosci weglowodory aromatyczne moga by¢ odpowiedzialne za efekt
toksycznosci ostrej w glebach. Jak podajg Dom i Salanitro (2000), Tang i in. (1999) oraz
Tomlin (1983), toksyczny potencjat weglowodoréw aromatycznych wynika z ich zdolnosci
do wigzania sie z niepolamymi elementami bton biologicznych, powodujgc ich dezintegracje.
Niskie stezenia tych weglowodoréw w glebach zasobnych w substancje organiczng w
niewielkim stopniu wptywaty na oganizmy grzebigce w glebie, np. dzdzownice, ktore sa
zdolne do unikania niedogodnych dla siebie siedlisk glebowych dzieki duzej liczbie
chemoreceptoréw zlokalizowanych w prostomium.

Na podstawie badan przeprowadzonych w trakcie realizacji niniejszej pracy z wykorzy-
staniem §limakdw ustalono, ze zanieczyszczenia zawarte w probkach odciekéw glebowych -
niezaleznie od czasu trwania procesu samooczyszczania gleby A - powodowaty 100%
$miertelno$¢ badanych zwierzat. Wysoka wrazliwo$¢ mieczakéw na toksyczne dziata-nie
weglowodorow obserwowat takze Wake (2005).

Poniewaz gleba A byla pobierana z terenu rafinerii, obok oznaczanych podczas badan
zanieczyszczeh mogta zawieraé i inne zwiazki o charakterze toksycznym. Scieki pochodzace
z rafinerii (w zaleznosci od zastosowanego procesu technologicznego) moga zawiera¢ rézne
zanieczyszczenia, m. in. fenole, amoniak, cyjanki, zwigzki azotowe, metale ciezkie (chrom,
zelazo, nikiel, miedZ, molibden, selen, wanad i cynk), parafiny, cykloalkany, alkeny,
weglowodory aromatyczne i inne (Wake, 2005).

Zanieczyszczenia zawarte w odciekach glebowych mogty oddziatywaé na organizmy
testowe w rézny sposob. Przyktadowo zwigzki niepolame, tj. weglowodory, mogty tworzy¢
powtoke (warstwe) oblepiajgcg Slimaki i uniemozliwiajgcg im oddychanie, wskutek czego
zwierzeta dusity sie. Bardzo prawdopodobne wydaje sie rowniez, ze wysoka toksycznos$¢
odciekéw wobec $limakéw wynikata z ich bezposredniego kontaktu z zanieczyszczeniami
bedgcymi truciznami dobrze rozpuszczalnymi w wodzie. Teza ta znajduje poparcie w pracach
Wake’a (2005), Buikema i in. (1981), ktérzy wykazali, ze sposréd zanieczyszczen

wchodzacych w sklad sztucznej mieszaniny substancji ropopochodnych najwiekszg
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toksycznoscig charakteryzowat sie olej napedowy, a w dalszej kolejnosci - siarczki, amoniak,
fenol i chrom. Wysoka toksyczno$¢ zanieczyszczen ropopochodnych w stosunku do

organizmoéw wodnych potwierdzajg rowniez prace innych autoréw, m. in. Bleckmann (1995).

6.1.3. Genotoksycznos¢ gleby i odciekéw

Ocena stopnia zanieczyszczenia gleb w wiekszosci przypadkéw oparta jest na analizach
chemicznych. W glebach silnie zanieczyszczonych réznorodnymi substancjami, np. metalami
ciezkimi, weglowodorami, pestycydami itp. oznaczenie wszystkich wystepujacych w glebie
zanieczyszczen i ich stezen nastrecza wiele trudnosci analitycznych i nie zawsze daje poglad
0 zagrozeniach wynikajacych z ich obecnosci. Dlatego tez niezbedne, a nawet pozadane
wydaje sie wigczenie testébw z wykorzystaniem bioindykatoréw, wsérod ktorych coraz wiekszg
popularnoscig cieszg sie testy wykazujgce mutagenn lub kancerogenne dziatanie
zanieczyszczen (Monareca i in., 2002). Ze wzgledu na rodzaj ocenianego parametru testy
genotoksycznosci dzielimy na: testy wykrywajace uszkodzenia DNA (np. naprawcza synteza
DNA, pomiar fragmentacji jedno- lub dwuniciowego DNA, kowalencyjne wigzanie badanego
zwigzku lub jego metabolitéw z DNA); testy wykrywajace mutacje genowe (np. test Amesa,
test recesywnej letalnos$ci); testy wykrywajace aberracje chromosomowe (np. test abberacji
anafazy Allium cepa) (Baranski, 1995). Przeszto 37,6% publikowanych opracowan
dotyczacych genotoksycznego wptywu substancji wykorzystuje testy na Salmonelli, a 13,4%
to testy mutagennosci i testy uszkodzen DNA na innych bakteriach (np. test na Bacillus, SOS
Chromotest, Mutatox) (White i Claxton, 2004).

W niniejszej pracy badania genotoksycznosci przeprowadzono na dwdéch szczepach
bakterii Bacillus subtilis: M45 Rec', ktéry nie ma zdolnosci do reperacji DNA i Bacillus
subtilis H17 Rec+ ktéry posiada te zdolno$¢. Wyniki tych badan (tab. 14) wykazaty
potencjalng genotoksyczno$¢ zwigzkow zawartych w prébkach skazonej gleby A,
poddawanych procesowi samooczyszczania w czasie 1, 4, 8 i 12 tygodni, jak i kontrolnej
gleby B. Dziatanie genotoksyczne zaobserwowano takze w przypadku prébek odciekow
glebowych (tab. 16). Wielu autoréw, np. Goggleman i Spitzauer (1982), Brown i in. (1985)
oraz Knize i in. (1987) wskazuje na aktywno$¢ mutagenng nie tylko prébek gleb pobranych
z terendéw uprzemystowionych, lecz réwniez z terenéw rolniczych i prébek gleb nie
zanieczyszczonych. Knize i in. (1987) oraz Kool i in. (1989) ttumaczg mutagennos¢ gleb
niezanieczyszczonych jako wynik aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw glebowych,
zwtaszcza grzybow plesniowych wytwarzajacych aflatoksyny o charakterze kancerogennym.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Jonesa i Peace (1989) nie tylko wykazaty
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genotoksyczno$¢ gleb zanieczyszczonych WWA, ale takze wskazaly na korelacje miedzy
wysokimi stezeniami weglowodoréw aromatycznych w glebie a jej aktywno$cig mutagenna.
Ws$rod najbardziej mutagennych weglowodoréw, obok benzo(a)pirenu wymieniane sg
rébwniez benzo(a)antracen, dibenzo(a,h)antracen, benzo(b)fluoranten, chryzen, fluoranten
(White i Claxton, 2004). Weglowodory te wystepowaty rowniez w analizowanych prébkach
gleb zaréwno przed, jak i po procesie samooczyszczania (tab. 18).

Genotoksyczno$¢ odciekdw pochodzacych z gleby A oraz gleby B istotnie roznity sie
miedzy sobg przez caty okres procesu samooczyszczania (tab. 16). Wraz z postepujagcym
procesem samooczyszczania odnotowano wzrost genotoksycznosci odciekdéw gleby A.
Wyjasnienie tego efektu mozna wigza¢ z mechanizmem biodegradacji wielopier$cieniowych
weglowodoréw aromatycznych, podczas ktérej metabolitami posrednimi mogg by¢ formy
chinonowe lub epoksydowe o witasciwosciach mutagennych. Philips i wsp. (2000) podaja, ze
pomimo zmniejszania sie stezenia weglowodoréw w zanieczyszczonych glebach podczas ich
bioremediacji testy prowadzone z uzyciem dzdzownic, roslin oraz testy genotoksycznosci
wskazywaly na wzrastajagcg toksyczno$¢ badanych prébek gleb. Sugeruje to, iz produkty
posrednie powstajace podczas bioremediacji byty bardziej toksyczne i mutagenne, anizeli

substraty.

6.2. Fitoremediacja gleby A

6.2.1. Wptyw zanieczyszczen ropopochodnych na budowe morfologiczng korzeni ros$lin i
frekwencje mikoryzowa

Stosowane dotychczas biologiczne metody usuwania zanieczyszczen ropopochodnych z
gruntow wykorzystuja gtéwnie bakterie i grzyby saprofityczne, podczas gdy rola grzybow
mikoryzowych byta i jest dotad niedoceniana. Tymczasem prawidtlowo wyksztatcona
mikoryza przyczynia si¢ do zwiekszenia przezywalnosci roélin w trudnych warunkach. Jej
obecnos¢ sprzyja zwiekszeniu dostepnosci biogendw, obnizeniu stresu zwigzanego z mala
dostepnosciag wody oraz wzmozeniu odpornosci na patogeny, a takze wzmozeniu produkcji
fitohormonéw oraz poprawie struktury podtoza. W efekcie moze nastgpi¢ znaczne
zwiekszenie efektywnosci procesu bioremediacji.

Jednym z najpowazniejszych ograniczen fitoremediacji jest czesto szybkie zamieranie
roslin na terenach mocno zdegradowanych. W swoich badaniach skupitam sie nad
znalezieniem roS$linie ,partnera”, ktéry umozliwitby jej przezycie i rozwdj w tak

niesprzyjajacych warunkach.
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Przeprowadzone studia literaturowe sugerowaty mozliwo$¢ wykorzystania zdolnosci
réznych rodzajéw grzybow do metabolizowania skomplikowanych struktur weglowodoréw,
w tym réwniez WWA 2z piecioma, a nawet szeScioma pierScieniami aromatycznymi
w czasteczce (Field i in., 1992; Flammel, 1995; Gramss i in., 1999; Steffen i in., 2003;
D’Annibale i in., 2005). Analiza dostepnych danych stata sie przyczynkiem do podjecia badan
nad mozliwoscig zwiekszenia efektywnosci procesu fitoremediacji przez zastosowanie
szczepionek bakteryjnych i grzybowych.

Mikoryza to mutualistyczna zalezno$¢ pomiedzy zywymi komdrkami korzeni roslin,
a niepatogenicznymi, wysoko wyspecjalizowanymi grzybami zasiedlajgcymi glebe. Symbioza
polega tutaj gtéwnie na uzupeinieniu skiadnikdw niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania obydwu organizméw. Grzyby mikoryzowe wydzielajg na zewnatrz m. in.
kwas weglowy oraz enzymy, ktére powodujg przejscie unieruchomionych w glebie zwigzkow
fosforowych, wapniowych, magnezowych i mikroelementéw w formy przyswajalne dla
roslin. Grzyby mikoryzowe, rozktadajgc materie organiczng uwalniajg zwigzki azotowe
i fosforowe, ktére nastepnie sg wykorzystywane przez rosliny. Wszystko to powoduje, ze
zmikoryzowane ro$liny pobieraja przecietnie okoto 90% wiecej azotu, 75% potasu i przeszto
200% wiecej fosforu niz rosliny rosngce bez partnera grzybowego (Badura, 2004; Borkowska,
2004).

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan potwierdzity istotny, korzystny wptyw
grzybéw mikoryzowych na ,utrzymanie sie” roélin na terenach zanieczyszczonych
weglowodorami. Okazato sie, ze stopien mikoryzacji roslin rosnacych na terenach
zanieczyszczonych byt $rednio prawie szesciokrotnie wyzszy, niz w glebach czystych (tab.
10, rys. 21-5-25). Z gleb zanieczyszczonych weglowodorami izolowano réwniez znacznie
wiecej spor grzybow mikoryzowych, Srednio o 44% (tab. 11, rys. 26). Wieksza warto$¢
wspotczynnika mikoryzacji w glebie skazonej A mogta byé czesciowo skutkiem nieco
mniejszej zawartosci fosforu (0,16 g/kg s.m.) w poréwnaniu z glebg kontrolng B (0,24 g/kg
s.m.) (tab. 3). Dowiedziono bowiem, ze wraz ze wzrostem ilosci fosforu w glebie maleje
znaczenie mikoryzacji dla roslin (White i Charvat, 1999), a grzyby mikoryzowe najlepiej
rozwijajg sie przy niewielkim deficycie tego pierwiastka (Gryndler i Lipavsky, 1995;
Rozanski, 2002).

Roéliny korzystajg z dwoch alternatywnych strategii wzrostu i rozwoju. Pierwszg jest
wytworzenie rozbudowanego systemu korzeniowego z dobrze rozwinieta strefg wtosnikowa.
Zjawisko takie obserwowano w przypadku ros$lin rosngcych w glebie kontrolnej B (rys. 6-5:9).

Inngjest wytworzenie zalezno$ci mikoryzowych z obecnymi w glebie grzybami, przy czym
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korzystne efekty dotyczg gtdwnie roslin rosngcych na glebach zanieczyszczonych. Obydwie
strategie wigzg sie z duzymi wydatkami energetycznymi ze strony rosliny. Dlatego rosliny nie
dopuszczajg do jednoczesnego wytworzenia mikoryz o wysokim poziomie kolonizacji
korzeni i mocno rozbudowanego, aktywnego systemu korzeniowego (rys. 21-5-25) z powodu
zbyt wysokiego kosztu utrzymania tych dwdch elementéw. Rosliny z obszernym systemem
korzeniowym (mocno rozgatezionymi, dtugimi korzeniami z licznymi witosnikami) czesto
czerpia mate korzysci z mikoryz i odwrotnie (www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza).

Efekt ten zaobserwowano takze u roslin wykorzystywanych w przeprowadzonych
badaniach. Wykazano, ze systemy korzeniowe zmikoryzowanych roslin uprawianych na
glebie zanieczyszczonej A byly znacznie krétsze - S$rednio o ok. 50% w przypadku
jeczmienia, peluszki i owsa oraz prawie 70% w przypadku pszenicy. Korzenie te wykazywaty
zanik strefy wiosnikowej i zredukowang ilo$¢ korzeni bocznych, a takze obecno$¢
przestworéw powietrznych wytworzonej tkanki powietrznej - aerenchymy (rys. 12-5-16).
Wyniki analiz mikroskopowych wykazatly réwniez wzrost grubosci korzeni roélin rosnacych
w glebach zanieczyszczonych (rys. 10 i 11). Efekt ten mozna wytlumaczy¢ tym, ze ropa
naftowa i jej pochodne, bedac mieszaning zwigzkéw hydrofobowych rozprzestrzenia sie
w gruntach nierdwnomiernie, pogarszajac warunki pionowej migracji wody i powietrza w obu
kierunkach, co powoduje zatykanie porow glebowych (Surygata, 2000). W zwigzku z tym
w gruntach zanieczyszczonych tymi substancjami spotykamy miejsca z niedoborem wody
(Davies i Bacon, 2003). Konsekwencjg tego moze by¢ adaptacja morfologiczna korzeni
roslin, polegajagca m. in. na redukcji ich dtugosci oraz wzroscie $rednicy. Innym czynnikiem
wplywajacym na modyfikacje systemdéw korzeniowych moze byé dostepnos$é skiadnikéw
odzywczych. W swoich badaniach Davies i Bacon (2003) obserwowali zwiekszong Srednice
korzeni ro$lin uprawianych w glebach z niedoborem fosforu, jak réwniez w glebach
zanieczyszczonych produktami naftowymi. Efekt ten ttumacza tym, iz podczas biologicznego
rozktadu weglowodoréw wzrasta zapotrzebowanie mikroorganizméw na sktadniki mineralne,
w zwigzku z czym rozpoczyna sie konkurencja o nie pomiedzy ros$linami
a mikroorganizmami. Konsekwencjg niedostatecznej ilosci sktadnikéw mineralnych w glebie

jest wzrost Srednicy korzeni roslin z jednoczesng redukcjg ilosci wtosnikow.

6.2.2. Wplyw obecnosci grzybéw mikoryzowych na rozwé6j mikroorganizmow
ryzosferowych w glebie
Zmiany morfologiczne korzeni roslin pociggajg za sobg zmiany w skiadzie i ilosci

mikroorganizmow zasiedlajgcych ryzosfere. R6zne mikroorganizmy ryzosferowe, takie jak:
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bakterie wspomagajgce wzrost roslin (PGPR - plant growth promoting rhizobacteria),
bakterie uczestniczace w rozpuszczaniu fosforanow (P-solubilizing bacteria), bakterie
wspomagajace wytwarzanie mikoryz (MHB - mycorrhizal helping bacteria) oraz arbusku-
lame grzyby mikoryzowe (AMF - arbuscular mycorrhizal fungi) sg zdolne do inicjacji
specyficznych proceséw przez nie przeprowadzanych tylko i wylgcznie wtedy, gdy osiagng
odpowiednig koncentracje w glebie (Khan, 2005). Wykazano (tab. 8), ze rosliny (niezaleznie
od ich gatunku) stymulowaly wzrost i rozw6j mikroorganizméw ryzosferowych. Po 12
tygodniach wzrostu badanych roslin najwiekszy przyrost liczby bakterii wystapit w ryzosferze
jeczmienia zaréwno w glebie skazonej (od 2,41 104 do 1,25-107 kom./kg suchej masy gleby),
jak i czystej (z 1,43-105do 1,21-107). Przyrost liczby bakterii byt najmniejszy w ryzosferze
owsa rosngcego w glebie A (od 2,41-104 do 6,43-105 oraz pszenicy uprawianej w glebie B
(od 1,43-105 do 1,08-106). Liczba grzybdw plesniowych - podobnie, jak liczba bakterii -
wzrosta po obsianiu gleby ro$linami. Najwiekszy przyrost ich ilosci stwierdzono w ryzosferze
jeczmienia i pszenicy - od 1,77-104 do odpowiednio 6,46-105i 6,09-105j.t.k./kg s.m.g. (tab.
8). Roslinami, ktore najbardziej stymulowaly wzrost i rozwdj promieniowcdéw, byty owies
i pszenica (tab. 8).

Mimo poczatkowej mniejszej (Srednio o rzad) liczebnosci bakterii w glebie A
w poréwnaniu z glebg B, po dwunastotygodniowym okresie uprawy roslin okazato sie, ze
ryzosfera roslin uprawianych na glebie A zanieczyszczonej produktami naftowymi zawierata
wiekszg liczbe bakterii niz ryzosfera roslin z gleby kontrolnej B (wyjatek stanowit owies —
tab. 8). Podobny efekt odnotowano w przypadku grzybéw saprofitycznych. Poréwnujac liczbe
promieniowcéw zaobserwowano, ze co prawda ro$liny stymulowaty ich wzrost
i rozw6j, niemniej jednak liczebno$¢ tych mikroorganizméw w ryzosferze ro$lin uprawianych
na glebie skazonej A byta mniejsza niz w glebie czystej B (tab. 8). Wzrost liczebnosci
mikroorganizméw ryzosferowych w glebie A moze by¢ zwigzany m.in. z wigkszym stopniem
mikoryzacji badanych ro$lin, umozliwiajacej obnizenie wydatku energetycznego zwigzanego
z pozyskiwaniem sktadnikow odzywczych z gleby, a takze na ich przyswajalno$¢ (Khan,
2005).

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze mikroorganizmy ryzosferowe, a w szczegél-
nosci grzyby mikoryzowe odgrywajg istotng role w ekosystemach zdegradowanych,

przyczyniajgc sie do utrzymania witasciwej zyznosci gleby.
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6.2.3. Wplyw zastosowanych modyfikacji gleby na rozwéj mikroorganizmoéw
degradujacych weglowodory

Joner i in. (2001 i 2006) w swoich badaniach zaobserwowali, ze obecno$¢ grzybow
mikoryzowych wptywa na zmiane jakosci i iloSci mikroorganizméw ryzosferowych, czego
dowodem jest zmiana profilu fosfolipidowego kwasdw ttuszczowych w probkach z grzybami
mikoryzowymi. Efekt ten ttumaczgm. in. tym, ze kazdy gatunek rosliny wydziela specyficzne
i tylko sobie whasciwe wydzieliny korzeniowe, ktdre determinujg obecnos¢ okreslonych grup,
a nawet gatunkéw mikroorganizméw ryzosferowych. Ponadto, mikoryzacja powoduje wzrost
biomasy korzeni. Czynniki te moga sprzyja¢ wytworzeniu specyficznej mikroflory, np.
zdolnej do itensywnego rozktadu WWA. Grzyby mikoryzowe modyfikujg strukture korzeni
i ich wydzielin. Dowiedziono, ze w ryzosferze zmikoryzowanych roélin stezenie zwigzkéw
fenolowych jest wyzsze anizeli w ryzosferze roslin bez partnera grzybowego. Wszystko to
moze powodowaé indukcje metabolizmu weglowodoréw przez mikroorganizmy w sposéb
podobny do udokumentowanego w przypadku salicylanéw (Chen i Aitken, 1999).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty wzrost ilosci mikroorganizméw zdolnych
do degradacji weglowodoréw w ryzosferze zmikoryzowanych ro$lin (tab. 9 i 21). Liczba
mikroorganizmow zdolnych do rozktadu weglowodoréw w glebie zanieczyszczonej A byta az
31 razy wieksza niz w glebie B. Po obsianiu prébek gleb roslinami réznice te byty jeszcze
bardziej wyrazne, np. w wazonach z pszenicg w glebie A zanieczyszczonej liczba tych
mikroorganizmow byta wieksza 228 razy w poréwnaniu z glebg czysta; w wazonach z owsem
- 185 razy, zjeczmieniem - 168 razy, a z peluszka37 razy (tab. 9).

Grzyby mikoryzowe, kolonizujac korzenie roslin, powodujg formowanie dodatkowych
obfitych miceliéw (5+50m strzepek grzybni/g gleby), co wplywa bezposrednio na zmiane
struktury gleby. Strzepki grzybdw mikoryzowych ze wzgledu na mate rozmiary (2+15 pm)
maja dostep do mikroporéw glebowych, do ktérych nie docierajg korzenie roslin. Wszystko to
powoduje, ze gleba przero$nieta przez zyjace strzepki grzybow mikoryzowych ma inne
wiasciwosci fizykochemiczne anizeli bez nich. Wyniki badan Jonera i in. (2001) wykazaty
wyzsze stezenia glomalin i zewnatrzkomérkowych enzyméw (mogacych stanowi¢ substraty
pokarmowe dla mikroorganizmdéw) w bezposrednim sasiedztwie zmikoryzowanych korzeni
roslin. Ze wzgledu na stosunkowo krotki okres zycia strzepki grzybéw mikoryzowych moga
by¢ po $mierci zrédtem tatwo przyswajalnego N, P i C, co moze wpltywaé na wzrost
aktywnos$ci mikroorganizmow (w tym takze degradujgcych weglowodory).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze dodatkowe szczepienie gleby zaréwno

biopreparatem bakteryjnym, jak i grzybowym - w potagczeniu ich z roslinami - wptywato na
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wzrost i rozw6j mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji weglowodoréow (tab. 20).
Wykazano, ze wprowadzenie do gleby A biopreparatu bakteryjnego spowodowato 19-krotny
wzrost liczebnosci bakterii majgcych zdolno$¢ degradacji weglowodoréw w poréwnaniu z sa-
ma glebg A, za$ wprowadzenie biopreparatu grzybowego - zaledwie 1,7 razy. Przy
zastosowaniu rosliny w polgczeniu z biopreparatem bakteryjnym  koncentracja
mikroorganizméw degradujgcych weglowodory wzrosta 3000 razy, a z biopreparatem
grzybowym - 3800 razy w poréwnaniu z samg glebg A (tab. 21). Wyniki te znajdujg swoje
odzwierciedlenie w analizach chemicznych pokazujacych najwiekszy ubytek weglowodoréow
w glebie A z roslinami wspomaganymi przez biopreparat grzybowy (tab. 20).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty takze, ze zastosowanie samego biopreparatu
bakteryjnego lub samej rosliny daje poréwnywalne efekty w zakresie stopnia usuniecia
weglowodoréw oraz koncentracji bakterii zdolnych do degradacji weglowodoréw. W pier-
wszym przypadku mikroorganizmy degradujgce weglowodory pochodzg z biopreparatu, a w
drugim - ze stymulacji wzrostu i rozwoju tej grupy mikroorganizméw przez specyficzne
wydzieliny korzeniowe rosliny zastosowanej do fitoremediacji (tab. 20).

Znane sg liczne oddziatywania zaré6wno posrednie, jak i bezposrednie mikroorganizméw
ryzosferowych, ktére moga przekazywaé roslinom syntetyzowane przez siebie sktadniki
pokarmowe lub tez utatwia¢ ich pobieranie przez rosliny ze $rodowiska. SzczegOlnie
przydatne w tym zakresie sg bakterie wigzace azot atmosferyczny, bakterie produkujgce
siderofory kompleksujace jony zelaza, mikroorganizmy syntetyzujgce fitohormony (np.
auksyny i cytokinininy), bakterie produkujace enzymy rozkiadajace etylen produkowany

przez ros$liny w warunkach stresowych i wiele innych (Glick, 2003).

6.2.4. Wpltyw zastosowanych modyfikacji gleby na efekt usuniecia zanieczyszczen
ropopochodnych

Na podstawie informacji literaturowych (Meulenberg i in., 1997; Tabak i in., 2003;
Huesemann i in., 2004) mozna przyjaé, ze rozktad weglowodoréw w glebach zachodzi
w dwdch etapach: poczatkowo, gdy weglowodory sg tatwo dostepne dla mikroorganizmow,
stosunkowo wysoka szybko$¢ biodegradacji jest kontrolowana przez szybko$¢ pobierania
zanieczyszczen i szybkos$¢ ich metabolizowania przez mikroorganizmy glebowe. Podczas
procesu biodegradacji nastepuje stopniowe wyczerpywanie tatwo dostepnych weglowodoréow,
w zwigzku z czym szybkos$¢ biodegradacji maleje, a caty proces jest limitowany przez

szybko$¢ desorpcji zanieczyszczen z koloidéw glebowych lub ich wymywanie. Generalnie
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przyjmuje sie, ze biodostepno$¢ zanieczyszczen podczas biodegradacji jest ograniczana przez
ich rozpuszczalno$¢ oraz szybkos$¢ desorpcji z koloidow.

W pracy badano wplyw dodatku biopreparatéw - bakteryjnego oraz grzybowego -
w potagczeniu ich z roslinami na stopief usuniecia zanieczyszczen z gleby A.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaty najwiekszy ubytek weglowodoréw
dwupierscieniowych (siegajacy ponad 96%) w probkach, w ktoérych zastosowano #acznie
biopreparat oraz rosliny. Zastosowanie samego biopreparatu bakteryjnego badz grzybowego
lub samej rosliny nie przynosito tak dobrych rezultatéw, jak uzycie ich w potaczeniu (tab. 20).
Najlepsze efekty wykorzystania biopreparatow oraz roslin w celu przyspieszenia proceséw
biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych zaohserwowano w przypadku weglowodorow
troj-,  cztero-, piecio- i  szeSciopierScieniowych.  Skuteczno$¢ ich  usunigcia
w probkach gleby A, w ktérych zastosowano modyfikacje w poréwnaniu z ,,surowg” glebg A,
byta $rednio wyzsza o ok. 42 -r 80%. W mniejszym stopniu usuwane byty z gleby frakcje
ciezkie. I tak np. w glebie bez modyfikacji frakcje ciezkie zostaty usuniete w zaledwie 0,58%.
Po zastosowaniu roéliny z biopreparatem bakteryjnym ulegto usunieciu ok. 7%
weglowodoréw tej frakcji, a rosliny i biopreparatu grzybowego - 8,6% (tab. 20).

Liczne badania wykazatly, ze szybkos$¢ biodegradacji weglowodoréw maleje wraz ze
wzrostem ich masy czasteczkowej i stopniem komplikacji struktury czasteczki (Harms
i Bosma, 1997; Hinga,. 2003; Peressutti i in., 2003). Weglowodory dwupierscieniowe moga
by¢ usuwane ze srodowiska glebowego nie tylko w procesach biologicznych, lecz réwniez
fizycznych, np. w wyniku ulatniania lub fotooksydacji (Cemiglia, 1984). Moze to ttumaczy¢
efekt najmniejszego wptywu zastosowanych modyfikacji na stopien ich usuniecia z gleby A
(tab. 20). Trwatos¢ weglowodorow w Srodowisku glebowym zalezy réwniez od ich adsorpcji
na koloidach oraz zwiazkach humusowych (Smith, 1990; Haigh, 1996; Nam i Kim, 2002;
Sivagurunathan i in., 2003, Tabak i in., 2003). Mikroorganizmy moga w bardzo niewielkim
stopniu wykorzystywaé weglowodory nierozpuszczone w fazie wodnej (Eriksson i in., 2000;
Margesin i Schinner, 2001; Johnsen i in., 2005).

Kazda roslina moze wptywaé na szybko$é rozktadu ksenobiotykéw w glebie. Efekt ten
wigze sie ze specyficznym oddziatywaniem systemu korzeniowego ro$lin na drobnoustroje
glebowe. Korzenie roslin nie uczestnicza bezposrednio w procesach rozktadu zanieczyszczen
organicznych, ale poprzez oddzialywanie na drobnoustroje moga przyczynia¢ sie do
intensyfikacji lub spowalniania tych proceséw. Przebieg procesu fitoremediacji zalezy m.in.
od syntezy i aktywnos$ci oksydoreduktaz, ktérych ilos¢ i aktywnos$é wzrasta w obecnosci

grzybow mikoryzowych w zanieczyszczonej ryzosferze (Muratowa i in., 2003). Wtasciwosci
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poszczegblnych czesci roslin majg zasadniczy wplyw na pobieranie hydrofobowych,
a lipofilowych weglowodoréw z gleby. Badania przeprowadzone przez Gao i Zhu (2004)
dowodza, ze WWA pobierane z powietrza przez liscie roslin, nie sg transportowane do ich
korzeni. Mozna wiec wnioskowac, ze obecno$é tych zanieczyszczen w korzeniach roslin jest
wynikiem ich pobierania z gleby i kumulacji. Badacze ci stwierdzili, ze koncentracja WWA
w korzeniach ros$lin zalezy od ich stezenia w glebie, a zawarto$¢ tluszczow w korzeniach
roslin moze by¢ wskaznikiem zdolnosci korzeni do akumulacji WWA. Obserwacje te zostaty
potwierdzone przez Chiou i wsp. (2001). W innych badaniach Petersen i in. (2002) wykazali,
ze przenikanie lipofilowych zanieczyszczeh do epidermy korzeni zalezy od wspoétczynnika
podziatu oktanol/woda (Kow). Przeprowadzone przez Gao i Zhu (2004) dos$wiadczenia
wykazaty, ze 32+96% pobranego przez korzenie fenantrenu i 22+95% pirenu byto
transportowane do cze$ci nadziemnych roslin. Efekt ten zwigzany jest najprawdopodobniej ze
stosunkowo wysokimi statymi podziatu KoWobu zanieczyszczen.

Zmniejszanie sie stezenia zanieczyszczen w glebach z rosdlinami jest sumg proceséw
przebiegajacych z udziatem czynnikow abiotycznych, proceséw fizycznych, biodegradacji
przez mikroorganizmy i pobierania weglowodoréw przez korzenie roslin. Procesy
biotransformacji weglowodoréw przez rosliny sg nieistotne i do tej pory ich przebieg nie
zostat poparty wiarygodnymi badaniami.

Zastosowanie samych roslin w analizowanych probkach gleb spowodowato zwiekszenie
efektywnosci procesu (w poréwnaniu do prébek bez roslin) $rednio o ok. 25,6% w przypadku
do weglowodorow alifatycznych, 27% - weglowodoréw aromatycznych i 2% w przypadku
frakcji ciezkich (tab. 20). Wplyw metabolitow powstajacych w wyniku transformacji
weglowodoréw na tkanki roslin jest wcigz niewyjasniony i mato poznany. Niektdrzy autorzy
sugeruja, ze istotne znaczenie w procesie fitoremediacji ma gatunek rosliny i ekotyp, ktory
determinuje mikroflore ryzosfery (Binet i in., 2000). W badaniach dotyczacych
ryzodegradacji zwigzkéw organicznych, m. in. WWA, Corgie i in. (2003) wykazali, ze
wydzieliny korzeniowe stymulujg wzrost i rozw6j mikroorganizméw ryzosferowych, przez co
wptywajg na proces mikrobiologicznego rozkiadu zanieczyszczen. Ubytek fenantrenu
w odlegtosci 0-3 mm od korzeni rosélin wynosit 86%, w strefie 3+6 mm —48%, a 6+9 mm —
36%. Interesujace bylo przy tym przestrzenne zréznicowanie ilosci i jakoSci
mikroorganizméw w glebach obsianych roslinami, w przeciwiefstwie do probek gleb bez
roslin.

Jak dotad nie wykazano u AMF Zadnego specyficznego fizjologicznego mechanizmu

przyczyniajacego sie do bezposredniej degradacji weglowodoréw. Wedtug Binet i in. (2000)



grzyby mikoryzowe moga powodowac¢ zwiekszenie tolerancji roslin na zanieczyszczenia,
przyczyniajac sie do zmniejszenia absorpcji zanieczyszczen w ich korzeniach poprzez
nieznany dotagd mechanizm fizjologiczny (Binet i in., 2000). W innych badaniach sugeruje
sie, ze grzyby mikoryzowe moga bra¢ udziat w stabilizacji i unieruchamianiu weglowodoréw
w glebie. Jeffries i in. (2003) w swoich pracach podajg, ze najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem stabilizacji weglowodoréw jest ich akumulacja w sporach grzybéw
mikoryzowych. Mogtoby to ttumaczy¢ zjawisko mniejszej zdolnosci kietkowania spor
wyizolowanych z gleb zanieczyszczonych (tab. 13, rys. 26). Sugeruje sie takze, ze biomasa
grzybéw mikoryzowych moze by¢ posrednim czynnikiem wptywajacym na wiekszg synteze
oksydoreduktaz odpowiedzialnych za degradacje/transformacje weglowodoréw w ryzosferze
(Rilling i Steinberg, 2002).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze potaczenie rosliny z biopreparatem
sporzadzonym z grzybéw mikoryzowych jest korzystniejsze anizeli z biopreparatem
bakteryjnym. W pierwszym przypadku $rednia efektywnos$¢ usuniecia weglowodoréow troj-,
cztero-, piecio- i szesciopierscieniowych, weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych byta
wieksza 0 ok. 15% w poréwnaniu z prébkami, w ktérych uzyto roslin w potgczeniu
z biopreparatem bakteryjnym (tab. 20). Efekt ten mozna wyjasni¢ tym, ze obecno$¢ grzybéw
mikoryzowych wplywa na wydzielanie przez korzenie roslin zewngtrzkomdrkowych
enzymow (ich jakos$¢, ilos¢ i aktywnos$¢). Transformacja weglowodoréw przez
mikroorganizmy i roéliny katalizowana jest przez r6znego rodzaju oksydoreduktazy (np.
peroksyazy, lakkazy, dioksygenazy, monooksygenazy itp.). Peroksydazy nalezg do jednych
z najlepiej poznanych enzyméw wydzielanych przez korzenie roslin, a bioracych udziat m. in.
w utlenianiu weglowodoréw. Badania przeprowadzone przez Criquet i in. (2000)
potwierdzajg wzrost aktywnosci peroksydaz w korzeniach zmikoryzowanych roslin. Taka
wiasnie stymulacja aktywnosci peroksydaz, a takze wzrostu i aktywnosci metabolicznej
mikroorganizméw ryzosferowych uwarunkowanych obecnoscia grzybéw mikoryzowych
mogta by¢ przyczyng korzystniejszego efektu usuniecia zanieczyszczen w prdébkach
z biopreparatem grzybowym i rosSlinami w pordéwnaniu do prébek z biopreparatem

bakteryjnym i roslinami.

6.2.5. Toksyczno$¢ gleby po procesie fitoremediacji
W kolejnym etapie zbadano toksyczno$¢ oczyszczanych prébek gleby A, przy czym
poréwnywano jedynie wyniki eksperymentow, w ktérych zastosowano modyfikacje: ro$lina +

biopreparat bakteryjny oraz roslina + biopreparat grzybowy. Wybor tych dwoch kombinacji
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wynikat przede wszystkim ze $wiadomosci odmiennych drég transformacji weglowodorow
przez bakterie i grzyby.

Transformacja i wykorzystanie dowolnego WWA przez bakterie polega na utlenieniu go
do cis-dwuhydrodiolu przez wiaczenie dwoch atoméw tlenu czgsteczkowego do pierscienia
aromatycznego (Stingley i in., 2004; Johansen i in., 2005; Luan i in.,, 2006). Reakcja ta
katalizowana jest przez dioksygenaze. Nastepnie cis-dwuhydrodiol ulega procesowi
rearomatyzacji, dajgc pochodng z dwiema grupami hydroksylowymi. Dalsze utlenianie
prowadzi do powstania katecholi, ktére ulegajg dalszemu utlenianiu az do catkowitej
mineralizacji wigcznie. Proces rozktadu WWA przez grzyby polega na przytgczeniu jednego
atomu tlenu.

Proces katalizowany jest przez uktad monooksygenaz. W wyniku tego powstajg formy
epoksydowe o charakterze elektrofilowym. W dalszych przemianach na drodze
enzymatycznej mogg powstawac z nich transdwuhydrodiole, a na drodze nieenzymatycznej -
przejsciowe formy fenolowe, ktére wykazuja wtasciwosci toksyczne (Cemiglia, 1984; Ignat i
in., 2002; Kotterman i in., 2003; Johnsen i in., 2005, Christophe, 2006).

Biodegradacja weglowodoréw w glebie moze przebiega¢ trzema szlakami:

asymilacyjnym, polegajagcym na wykorzystaniu weglowodoréw jako zrodta wegla

i energii, a prowadzacym do catkowitej lub czeSciowej mineralizacji zwigzku;

wewnatrzkomorkowej detoksykacji, ktorej celem jest przeprowadzenie hydrofobowych
weglowodoréw w formy rozpuszczalne w wodzie, dzieki czemu mozliwe bedzie ich
wydalenie; wydaje sie, ze wewngtrzkomadrkowe utlenianie i hydroksylacja WWA u ba-
kterii sg poczatkowymi etapami stuzacymi rozerwaniu pierécienia aromatycznego i asy-
milacji wegla, podczas gdy u grzybow procesy te sg poczagtkowym etapem detoksykacji;

- kometabolizmu polegajagcego na degradacji WWA bez wytwarzania energii i wegla dla
potrzeb komérki (Johnsen i in., 2005).

Na podstawie przeprowadzonych badan nie wykazano istotnych réznic pomiedzy
toksycznoscig probek gleby A, do ktérych wprowadzono biopreparat bakteryjny, a tymi,
w ktérych uzyto biopreparat z grzybéw mikoryzowych (rys. 30, 31). Gleba po procesie
remediacji nadal wykazywata toksyczno$¢ wynikajgcg najprawdopodobniej z dwoch
przyczyn: po pierwsze z duzej toksycznosci produktéw posrednich powstajagcych w czasie
rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych, a po drugie - z uwolnienia w wyniku
zachodzacych proceséw biologicznych wielu zanieczyszczen do tej pory trwale zwigzanych

z matryca glebowg. Jak podajg Dragun (1998), Stumm (1992) i Winegardner (1995),
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zanieczyszczenia organiczne charakteryzujgce sie ograniczong rozpuszczlno$cig w wodzie sg
zazwyczaj sorbowane na czasteczkach materii organicznej i koloidach glebowych. Poziom
sorpcji jest poczatkowo funkcjg catkowitej rozpuszczalnosci w wodzie i zawartosci materii
organicznej, a catkowite ci$nienie par i zawarto$¢ czasteczek gliniastych odgrywa mniejszg
role. Potencjat sorpcyjny danego zwigzku w wybranej glebie jest zazwyczaj wyrazony jako
Kd - spadek liniowej izotermy sorpcji. Sorpcja zanieczyszczeh organicznych jest zalezna
rébwniez od wspotczynnika podziatu oktanol-woda KoW np. potencjat mobilnosci substancji
0 wspdiczynniku K<w >1000 jest zwykle zblizony do zera. Sorpcja zanieczyszczen
organicznych moze wpltywaé¢ na toksyczno$¢ tych zanieczyszczen poprzez redukcje

biodostepnos$ci oraz narazenia na ten czynnik.

6.3. Aspekty prawne i podsumowanie uzyskanych efektéw bioremediacji

Wiekszo$¢ krajow Unii Europejskiej stara sie rygorystycznie przestrzega¢ limitow
emisji zanieczyszczen do $rodowiska, niemniej jednak czesto okazuje sie, ze przyjete nonny
sg i tak zbyt ,tagodne” w aspekcie negatywnego wptywu czynnikow antropogenicznych na
epigeosfere.

Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 ,,Prawo Ochrony Srodowiska” (DzU Nr 62, poz. 627
1nr 115, poz. 1229 oraz z 2002 r. Nr 74 poz. 676, Nr 113, poz. 984 i Nr 153, 1271) okresla
zasady i warunki dokumentacji zagrozen i degradacji Srodowiska. Waznym aktem prawnym
umozliwiajagcym prawidtowe dziatanie ustawy w odniesieniu do $rodowiska gruntowego jest
opublikowane w dniu 4 pazdziernika 2002 r. (DzU 02.165.1359) Rozporzadzenie Ministra
Srodowiska w sprawie standardéw jakosci gleby oraz standardéw jakosci ziemi.
Wprowadzenie standardow miato na celu stworzenie skutecznego instrumentu ochrony gleb
przed degradacjg w wyniku zanieczyszczenia ich substancjami chemicznymi pochodzgcymi
ze zrodet antropogenicznych. W Rozporzadzeniu zawarte sg rowniez prawne podstawy do
egzekwowania obowigzku przywrdécenia witasciwej jakosci gleb w zaleznosci od sposobu ich
uzytkowania i funkcji gleby. Takie podejscie do problemu jest zgodne z praktyka stosowang
w innych krajach europejskich. W 2003 r. Unia Europejska utworzyta Komitet Techniczny ds.
Charakterystyki Gleh, ktérego gtéwnym zadaniem jest koordynowanie oraz wyznaczanie
kierunkéw prac dla Komitetu Technicznego Miedzynarodowej Komisji Normalizacyjnej
»Jakos¢ gleby” (ISO/TC 190 ,,Soil Quality™) (Stuczynski i in., 2004).

Jednym z pierwszych krajéw, w ktdrym wprowadzono ustawowy obowigzek kontroli

jakosci gleb i wéd, byta Holandia. Pierwsze wydane tam akty prawne (VROM, 1995)
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przyjmowaty zasade wielofunkcyjnosci gleby (stosowanie ujednoliconych kryteriéw jakosci
dla wszystkich gleb niezaleznie od sposobu ich uzytkowania), co okazato sie rozwigzaniem
zbyt kosztownym i niejednokrotnie niemozliwym do wykonania. Nowsze podejscie
w dziedzinie ochrony gleb zaktada ocene jakosci gleby pod wzgledem przydatnosci do
okreslonego sposobu uzytkowania. Podobnie w chwili obecnej jest w Niemczech, Wielkiej
Brytanii, Dani, Szwajcarii i Polsce (Maliszewska-Kordybach, 2003).

W standardach jakosci gleb podaje sie tzw. wartosci graniczne stezen zanieczyszczen.
W réznych krajach europejskich wartosci te powigzane sg z réznymi parametrami glebowymi,
np. w Polsce istotnymi parametrami sg przewodno$¢ hydrauliczna oraz giebokos$é, a w
Niemczech - zawarto$¢ materii organicznej, stezenie metali ciezkich i sktad granulome-
tryczny gleb.

Na podstawie Rozporzadzenia Ministra Ochrony Srodowiska z dnia 9 wrze$nia 2002 r.
w sprawie standardéw jakosci gleby oraz standardéow jakosci ziemi (DzU 02.165.1359),
rozpatrujgc sume stezen 9 WWA, analizowane probki gleb A oraz B (tab. 4 i 5) mieszczg sie
w standardach przewidzianych dla gleb zakwalifikowanych do grupy C (tereny przemystowe,
uzytki kopalne, tereny komunikacyjne) dla poziomu 0-2 m ppt (ppt - pod poziomem terenu).
Stezenia WWA w prdébkach gleb A i B nie przekraczajg rdwniez dopuszczalnych wartosci
granicznych przewidzianych dla gleb grupy B (grunty zaliczone do uzytkéw rolnych
z wylgczeniem gruntéw pod stawami i gruntow pod rowami, grunty leSne oraz zadrzewione
i zakrzewione, nieuzytki, a takze grunty zabudowane i zurbanizowane z wytgczeniem terendw
przemystowych, uzytkéw kopalnych oraz terenédw komunikacyjnych) pobieranych z gtebo-
kosci 0,3r15,0 m ppt o wspoétczynniku wodoprzepuszczalnosci gruntdw mniejszym niz
1x10'7 m/s (tab. 5). Niestety, suma stezen weglowodoréw aromatycznych i alifatycznych w
glebie skazonej A przekraczata dopuszczalne stezenie tych zanieczyszczen dla gleb
zakwalifikowanych do grupy C blisko 17 razy, co uzasadnia celowo$¢ remediacji gleby A
(tab. 4).

Warto zauwazy¢, ze tereny zanieczyszczone zarbwno w Polsce, jak i w innych krajach
europejskich stanowig niewielkg cze$¢ catkowitego obszaru, niemniej w regionach silnie
uprzemystowionych i zurbanizowanych obserwuje sie procesy degradacji gleb zwigzane
z nadmiernym nagromadzeniem szkodliwych substancji. Przyktadowo Adamczewska i in.
(2000) oznaczyli w probkach gleb pobranych w poblizu stacji benzynowej w Poznaniu
stezenie benzo(a)pirenu przekraczajgce warto$¢ 12 880 pg/kg s.m., a suma stezen 16 WWA

przekraczata 763 000 pg/kg s.m. Z kolei Klimkowicz-Pawlas i Maliszewska-Kordybach
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(2003) podaja, ze suma stezen 13 WWA w glebach uzytkowanych rolniczo, zlokalizowanych
w poblizu koksowni przekraczata poziom 50 000 pg/kg s.m.

Podjecie decyzji o biologicznym oczyszczaniu gleby zwigzane jest z oceng zaréwno
mozliwos$ci biodegradacji zanieczyszczen przez rodzime mikroorganizmy glebowe, jak
i warunkéw $rodowiska. Szczeg6lnie istotne znaczenie majg czynniki takie, jak: odczyn,
temperatura, wilgotno$¢, stezenie tlenu i zwigzkéw mineralnych, obecno$¢ substancji
toksycznych, a takze rodzaj, dostepnos¢ i stezenie produktow naftowych oraz ilos¢ i jako$é
mikroorganizméw, ktére maja decydujagcy wptyw na procesy mikrobiologicznego rozktadu
weglowodoréw (Cemiglia, 1984; Sparling i in., 1985; Walworth i in., 1997; Piatt i Brusseau,
1998; Margesin i in., 2000; Walworth i in., 2001; Samanta i in., 2002).

Badania przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej pracy wykazaty, ze po
trwajagcym 12 tygodni procesie samooczyszczania gleby A stezenie WWA praktycznie nie
ulegto zamianie (tab. 18). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku najtrudniej
rozktadalnych frakcji ciezkich. Stezenie weglowodorow alifatycznych zmalato o ok. 15%
w stosunku do wartosci poczatkowej.

Przeprowadzone testy toksycznosci wykazaty, ze wydtuzanie czasu samooczyszczania
gleby A skazonej produktami ropopochodnymi nie powodowato istotnych zmian
ekotoksycznosci tej gleby. Okazato sie przy tym, iz najwieksza wrazliwoscig na
zanieczyszczenia ropopopchodne charakteryzowaly sie organizmy nalezace do grupy
konsumentéw (dzdzownice z gatunku Eisenia fetida oraz $limaki Physa acuta Drap),
a mniejsza do grupy producentéw (rys. 4, 5, tab. 6, 7, 15). Uzyskane wyniki sa zgodne
z opisanymi przez innych autoréw (Dom i in., 1998; Saterbak i in., 1999; Femandez i in.,
2005; Pfaza i in., 2005).

Ograniczono$é efektu samooczyszczania gleb oraz wod skazonych ksenobiotykami,
w tym takze substancjami ropopochodnymi zmusza do opracowania skutecznych metod
likwidacji skazen. Stanowi to jedno z najpowazniejszych wyzwan zwiazanych ze
zrownowazonym gospodarowaniem zasobami naturalnymi. Wykorzystywane w tych celach
technologie bazujace na procesach fizykochemicznych majg rézne wady oraz ograniczenia
i w zwigzku z tym nie spetniajg wszystkich naszych oczekiwan. Alternatywa sg coraz czesciej
biologiczne metody oczyszczania gruntdéw, ktdre stanowig bardzo intensywnie rozwijajacy sie
kierunek biotechnologii $rodowiskowej. Swiadczy o tym chociazby ilos¢ i zakres prac
prezentowanych na odbywajacej sie w USA co dwa lata prestizowej konferencji ,,In Situ and

On-Site Bioremediation”, a takze na krajowym sympozjum ,,Bioremediacja Gruntow”.
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Sposéréd wielu proponowanych technologii bioremediacji gruntéw do najbardziej
obiecujacych mozna zaliczy¢ procesy fitoremediacji wspomaganej mikroorganizmami
autochtonicznymi zasiedlajacymi zanieczyszczong glebe.

Sama fitoremediacja jest metodg wykorzystujagcg rosliny do unieszkodliwiania
zanieczyszczen gleb. Z kolei wiele metod wykorzystujagcych jedynie rodzime mikro-
organizmy do bioremediacji gruntow skazonych wielopierscieniowymi weglowodorami
aromatycznymi jest nieefektywnych. Sposréd ogromnej ilosci mikroorganizmoéw naturalnie
bytujacych w glebie zaledwie 0,I-r0,5% to organizmy zdolne do rozktadu WWA (Pries i in.,
1994; Thompson i in., 1999; Surygata, 2000). Zostato to poparte takze wynikami niniejszej
pracy, uzyskanymi dla probek gleby A skazonej produktami naftowymi poddanej procesowi
samooczyszczania bez stosowania jakichkolwiek dodatkowych modyfikacji (tab. 20). Dalsze
badania wykazaty, ze uprawa roslin powoduje nie tylko wzrost ilosci bakterii w strefie
korzeni roélin (tab. 8, 9, 21), ale wplywa réwniez na poprawe stosunkéw powietrzno-
wodnych i struktury gleby, co wydaje sie szczeg6lnie wazne w przypadku gleby skazonej
produktami naftowymi.

Po trwajagcym 3 miesigce procesie fitoremediacji wspomaganej biopreparatami uzyskano
10-krotnie wiekszy stopien usuniecia weglowodoréw aromatycznych w prébkach
z ros$linami i biopreparatem grzybowym niz w probkach gleby A oczyszczanych bez uzycia
roslin i biopreparatow (tab. 20). W prébkach gleb obsianych roslinami obserwowano takze
zwiekszenie efektywnos$ci usuniecia weglowodoréw aromatycznych (w poroéwnaniu do
prébek bez roslin) o ok. 27%. Dodatkowe wprowadzenie biopreparatéw spowodowato wzrost
efektywnos$ci bioremediacji o ok. 17% i 33%, odpowiednio dla prébek z biopreparatem
bakteryjnym i grzybowym. Zastosowanie biopreparatbw w potgczeniu z roslinami
spowodowato takze zwiekszenie efektywnosci usuwania frakcji ciezkich - $rednio 13,5 razy
w poréwnaniu z prébkami bez ro$lin (tab. 20). W rezultacie 3-miesiecznej fitoremediacji
wspomaganej biopreparatami uzyskano zmniejszenie efektu 17-krotnego przekroczenia
dopuszczalnej wartosci sumarycznej stezenia weglowodoréw alifatycznych i aromatycznych
do poziomu przekroczenia niespetna 3-krotnego w stosunku do warto$ci normatywnej dla
gleb nalezgcych do grupy C.

Nalezy zdawa¢ sobie sprawe z tego, iz zakres stosowania fitoremediacji - mimo wielu
korzysci - jest ograniczony. Przede wszystkim fitoremediacji nie powinno sie wykorzystywac
do oczyszczania gruntéw, w ktérych zanieczyszczenia zalegajg ponizej gtebokosci

korzenienia sie roslin. Istotnym ograniczeniem jest rowniez stezenie zwigzkéw toksycznych
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w glebie. Nalezy takze uwzgledni¢ mozliwos¢ stosunkowo matej efektywnosci fitoremediacji
w przypadku zamiaru unieszkodliwiania zwigzkow silnie zaabsorbowanych w glebach.

Do niewatpliwych zalet fitoremediacji gleby wspomaganej biopreparatami - tak
bakteryjnym, jak i grzybowym - nalezy zwiekszenie efektywnos$ci procesu oczyszczania
i jego przyspieszenie dzieki wytworzeniu odpowiednich warunkéw sprzyjajacych wzrostowi
ro$lin oraz rozwojowi mikroorganizméw ryzosferowych, a takze mozliwo$¢ rekultywacji
duzych powierzchni zanieczyszczonych gruntow bez konieczno$ci przemieszczania
olbrzymich mas ziemi.

Metody bioremediacyjne nie sg technologiami, ktére mozna stosowa¢ w dowolnych
miejscach i okolicznosciach. Uniwersalne pozostajg jedynie gtéwne zatozenia tych
technologii, natomiast szczeg6ly rozwigzan technologicznych sg determinowane przez
warunki atmosferyczne, hydrologiczne i geologiczne, charakterystyczne dla obszaru, ktéry
ma by¢ poddany procesowi bioremediacji. Procesy bioremediacji, mimo znacznych wysitkow
ze strony technologéw, nie zawsze umozliwiajg catkowite oczyszczenie gruntu. Z tego
wzgledu wskazanie mozliwosci zwiekszenia efektywnosci procesu oczyszczania chociazby
o kilka procent (np. z zastosowaniem metod proponowanych w niniejszej pracy) ma istotne
znaczenie dla ,,zdrowia” calego ekosystemu, a saldo korzysci - nie tylko ekonomicznych -
w poréwnaniu z innymi metodami, zw#aszcza fizyczno-chemicznymi, wskazuje na zasadnos$¢
ich szerszego rozpropagowania i celowo$é podejmowania dalszych badan nad zwiekszaniem

ich skutecznosci.



. WNIOSKI

Kolonizacja korzeni roslin przez grzyby mikoryzowe w glebie skazonej weglowodorami
wptywa korzystnie na wzrost i rozwoj korzeni.

Intensyfikacje dtugotrwatego procesu samoistnej kolonizacji grzybami mikoryzowymi
podtoza zanieczyszczonego wysokimi stezeniami weglowodoréw mozna osiggnac przez
wprowadzenie do gleby zywych spor grzybéw mikoryzowych w formie inokulum.
Grzyby mikoryzowe korzystnie wplywaja na rozktad zanieczyszczen przez inne
organizmy ryzosfery.

Zastosowanie ro$liny jednoliSciennej zaszczepionej grzybami mikoryzowymi do
bioremediacji gleby skazonej substancjami ropopochodnymi powoduje w niej istotny
wzrost (ok. 3800 razy) liczby bakterii degradujgcych weglowodory. Obsianie
zanieczyszczonej gleby roslinami jednolisciennymi i wprowadzenie do gleby biopreparatu
bakteryjnego otrzymanego z mikroorganizmow autochtonicznych przyczynia sie do
istotnego zwiekszenia (ok. 10 razy) efektywnosci bioremediacji w poréwnaniu z glebg
ulegajacg samooczyszczaniu dzieki aktywnosci rodzimych mikroorganizméw.
Efektywno$¢ eliminacji weglowodoréw z gruntu zalezy od rodzaju zastosowanego
sposobu modyfikacji metody fitoremediacji, tj. rosliny i biopreparatu (bakteryjnego lub
grzybowego). Najlepsze rezultaty uzyskuje sie w procesie bioremediacji prowadzonej
z wykorzystaniem rosliny jednolisciennej oraz inokulantéw grzybéw mikoryzowych
izolowanych z zanieczyszczonej gleby.

Symbioza grzybéw mikoryzowych z roslinami jednolisciennymi powoduje zwiekszenie
efektywnos$ci usuwania weglowodoréw: 2-, 3-, 4-, 5-pierscieniowych o ok. 40% i 6-
pierscieniowych o ok. 30% w poréwnaniu z prébkami, w ktérych zastosowano same
rodliny. Wydajno$¢ usuwania weglowodoréw wielopierscieniowych (3-, 4-, 5- i 6-
pierscieniowych) w probkach gleb, w ktérych zastosowano ro$liny z biopreparatem
grzybowym, byta przecietnie o 15% wieksza, anizeli w probkach, w ktérych zastosowano
rosliny wspomagane biopreparatem bakteryjnym.

Prowadzenie bioremediacji gleby z zastosowaniem rosliny jednolisciennej oraz
biopreparatu grzybowego umozliwia istotne zwiekszenie efektywnos$ci usuwania takze
najtrudniej degradowalnych zanieczyszczen - frakcji ciezkich. W warunkach prowadzenia

eksperymentu w omawianym wariancie uzyskano ok. 15-krotne zwiekszenie
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

efektywnosci bioremediacji w odniesieniu do probki kontrolnej i prawie 4-krotne w po-
réwnaniu z probka, w ktdrej uzyto samej rosliny.

Sposrod  wielu  analizowanych  wariantow  metody  bioremediacji  gruntéw
zanieczyszczonych  substancjami  ropopochodnymi  najbardziej efektywna jest
fitoremediacja z zastosowaniem rosliny jednolisciennej poddanej mikoryzacji, przy czym
najkorzystniejszymi ,,partnerami” dla analizowanej rosliny wydajg sie grzyby z rodzaju
Glomus, zwtaszcza gatunkéw Glomus mosseae, Glomusfasciculalum, Glomus claroideum
oraz Glomus lamellosu.

Wydtuzanie czasu samooczyszczania gleby ,,dawno” skazonej produktami naftowymi nie
wplywa w istotny sposéb najej ekotoksycznosé.

Zanieczyszczenia ropopochodne wplywajg negatywnie na wzrost i rozwd6j roslin,
zwiaszcza dwulisciennych. Sposréd testowanych roslin  najbardziej wrazliwe na
weglowodory ropopochodne byty rzezucha i gorczyca, natomiast najbardziej oporna
okazata sie pszenica.

Organizmy zwierzece (dzdzownice oraz slimaki) byty bardziej czutymi bioindykatorami
w ocenie ekotoksycznos$ci gleb anizeli biowskazniki roslinne.

Zastosowanie procesu fitoremediacji wspomaganej biopreparatami przyczynia sie do
wyraznego zmniejszenia toksycznosci gleby.

Postep procesu bioremediacji gruntow zanieczyszczonych produktami naftowymi
powinien by¢ kontrolowany z uzyciem metod fizykochemicznych, a ich ekotoksyczno$é

z uzyciem metod biologicznych. Wykazano, ze najbardziej wrazliwymi bioindykatorami
wykorzystywanymi do oceny ekotoksycznosci gruntéw zanieczyszczonych produktami
ropopochodnymi podczas procesu bioremediacji sg konsumenci (dzdzownice), producenci
(rzezucha i gorczyca) oraz reducenci (bakterie degradujagce weglowodory).

Na podstawie wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy proponuje sie wprowadzenie
standaryzowanej procedury badarn ekotoksycznosci gruntow zanieczyszczonych
produktami naftowymi, obejmujgcej test hamowania wzrostu rzezuchy i gorczycy, test
toksyczno$ci ostrej na dzdzownicach (dodatkowo test unikania oraz reprodukcji), test
mutagenno$ci oraz pomiary aktywnos$ci mikrobiologicznej z uzyciem testu TTC.

Do zalet fitoremediacji wspomaganej biopreparatami wykorzystywanej do oczyszczania
gruntdw zanieczyszczonych produktami naftowymi mozna zaliczy¢ prostote, niewielkie
naktady finansowe oraz duza efektywno$¢ procesu przy minimalnej ingerencji w $ro-

dowisko przyrodnicze.
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Mikoryzacja roslin a efektywnos¢ fitoremediacji gruntéw

zanieczyszczonych weglowodorami

Streszczenie

Konieczno$¢ likwidacji zanieczyszczeh ropopochodnych ze S$rodowiska wodno-
gruntowego spowodowata rozwéj wielu metod i technik, w tym biotechnologicznych,
majgcych na celu detoksykacje produktow naftowych. Metody biologicznego oczyszczania
gruntbw sa jednymi z najbardziej ,przyjaznych” dla $rodowiska przyrodniczego, gdyz
wykorzystujg one naturalne procesy zachodzace w ekosystemach wodnych i gruntowych
z udziatem ros$lin i mikroorganizmow.

Prawidtowy rozwdj roslin na terenach zanieczyszczonych wymaga wytworzenia przez
nie odpowiednich mechanizméw obronnych. Ws$réd wielu strategii przetrwania roslin
w niekorzystnych warunkach istotne znaczenie ma ich symbioza z grzybami mikoryzowymi.

Celem podjetych badan byta ocena roli bakterii autochtonicznych i grzybéw
mikoryzowych w fitoremediacji gleb zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi oraz
ocena ekotoksykologiczna uwzgledniajgca toksyczno$S¢ zanieczyszczeh na poziomie
reducentéw, producentéw i konsumentow.

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych i naturalnych. W do$wiadczeniach
wykorzystywano probki gruntdw zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi, ktore
pobrano na terenie rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach

Pierwszy etap badan obejmowat ocene zmian ekotoksycznosci gleb zanieczyszczonych
produktami ropopochodnymi podczas procesu samoooczyszczania. Badania prowadzono
w warunkach laboratoryjnych przez okres 12 tygodni. Ekotoksycznos¢ gleb oceniano z wyko-
rzystaniem organizméw reprezentujacych rézne ogniwa taricucha troficznego.

W drugim etapie badan oceniano wptyw inokulum przygotowanego z odpowiednich
szczepbw bakterii i grzybow wyizolowanych z gleb na proces ich fitoremediaciji.
Wykorzystujgc doswiadczenia lizymetryczne, badano ekotoksyczno$¢ gleb w stosunku do
mikroorganizméw, glonéw Scenedesmus quadricauda, roslin (jednolisciennych: Triticum
vulgare V. i Secale cereale L. oraz dwulisciennych: Cardamine pratensis L., Trifolium repens
V., Sinapis alba L., Cucumis sativus L.), a takze dzdzownic Eisenia fetida oraz $limakéw
Physa acuta Drap.

Analize przebiegu wszystkich proces6w prowadzono na podstawie pomiarow

jakosciowych i ilosciowych zmian zawartosci weglowodorow oraz badan ekotoksycznosci
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gleb. W badaniach oceniano procesy rozktadu weglowodoréw ropopochodnych w glebach,
gdzie prowadzono fitoremediacje z wykorzystaniem inokulum opartego na autochtonicznych
szczepach mikroorganizmoéw w stosunku do gleb poddanych procesom samej fitoremediacji
oraz samooczyszczaniu.

Wykazano, ze w glebie skazonej weglowodorami kolonizacja korzeni roslin przez
grzyby mikoryzowe wplyneta korzystnie na wzrost i rozw6j korzeni, a takze na rozktad
zanieczyszczen przez inne organizmy ryzosfery. Efektywno$¢ eliminacji weglowodoréw
z gruntu zalezala od zastosowanego wariantu modyfikacji metody fitoremediacji, tj. rodzaju
rosliny i biopreparatu (bakteryjnego lub grzybowego). Wykazano przy tym, iz najlepsze
rezultaty mozna uzyska¢ w procesie bioremediacji prowadzonej z wykorzystaniem rosliny
jednolisciennej oraz inokulantow grzybow mikoryzowych izolowanych z zanieczyszczonej
gleby. Udowodniono, ze symbioza grzybow mikoryzowych z roslinami jednolisciennymi
powoduje zwiekszenie efektywnosci usuwania weglowodoréw 2-, 3-, 4- i 5-pierécieniowych
0 ok. 40%, natomiast 6-pierscieniowych o ok. 30% w poréwnaniu z prébkami, w ktérych
zastosowano same rosliny. Wykazano przy tym, ze prowadzenie bioremediacji gleby
z zastosowaniem rosliny jednoliSciennej oraz biopreparatu grzybowego umozliwia istotne
zwiekszenie efektywnos$ci usuwania takze zanieczyszczen najtrudniej degradowalnych -
frakcji ciezkich. W warunkach prowadzenia eksperymentu w omawianym wariancie
uzyskano ok. 15-krotne zwiekszenie efektywnos$ci bioremediacji w odniesieniu do prébki
kontrolnej i prawie 4-krotne w poréwnaniu z prébka, w ktérej uzyto same rosliny.

Uzyskane wyniki ujawnity, ze wspoétzalezno$¢ miedzy roslinami i grzybami ma istotne
znaczenie w procesach fitoremediacji gruntow. Opracowano metode intensyfikacji
fitoremediacji gleb zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi z wykorzystaniem
grzybow mikoryzowych (fitoremediacji + bioaugmentacja). Ze wzgledu na tatwo$¢ wdrozenia
1stosunkowo niskie naktady finansowe metoda ta moze stanowi¢ atrakcyjna alternatywe dla

tradycyjnych metod odnowy terendw zanieczyszczonych produktami naftowymi.



Plant micorrhization versus effectiveness of phytoremediation of soil

polluted with hydrocarbons

Abstract

Rising needs of petroleum contaminants removal from water-soil environment induced
development of new methods and techniques, including biotechnology, aimed in detoxication
of petroleum products. Biological methods of the soil remediation belong to the most
environmentally friendly maintenances in which advantage is taken of natural, spontaneous
processes, which usually occur with microorganisms and plants in natural aquatic and
terrestrial ecosystems. It was discovered that proper growth and development of plants at
contaminated area requires induction of specific protective and defensive mechanisms.
Amongst many strategies of plant survival under disadvantageous conditions, special role is
played by their symbiosis with mycorrhizal fungi.
The aim of presented study was to evaluate the influence of autochtohonous bacteria and
mycorrhizal fungi inoculation on phytoremediation progress in soil contaminated with
petroleum oil. Ecotoxicological evaluation was also performed with regard to
contaminants’toxicity at different food chain levels: producers, consumers and reducers.
Researches were conducted under laboratory and field conditions. Contaminated soil was
sampled from the area of oil refinery in Czechowice Dziedzice. In first stage of laboratory
research, changes in toxicity of soil contaminated with petroleum products during self-
cleaning process were determinate. Research were conducted 12 weeks. Ecotoxicity of soil
was evaluated with organisms representing different levels oftrophic chain.
The second stage of experiment was focused on detection of influence of inoculum prepared
from selected bacteria and fungi stains isolated from soil on phytoremediation process. In
lysimeter experiments ecotoxicity of soil to microorganisms, algae Scenedesmus quadricaud,
plants (monocotyledonous- Triticum vulgare V. i Secale cereale L. and dicotyledonous -
Cardamine pratensis L., Trifolium repens V., Sinapis alba L., Cucumis sativus L.) as well as
earthworm’s Eisenia fetida and snails Physa acuta D. was tested. Analysis of all processes
was based on qualitative and quantitative measurements of hydrocarbons concentration and
ecotoxicity tests. During the research degradation of petroleum hydrocarbons was assessed in
soil where phytoremediation was enhanced by inoculum prepared from autochtonous
microorganisms and compared with degradation in soil where only phytoremediation and self-

cleaning occurred.
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It was shown that colonization of rhizosphere by mycorrhizal fungi had beneficial effect on
plant roots’ growth and development, as well as on the hydrocarbons degradation by
accompanying organisms. It was revealed that efficiency of hydrocarbons removal was
dependent on the adopted modification of phytoremediation method e.g. plant and inoculums
(bacterial and/or fungal). Experiment allowed to point out that the best results were obtained
after application of monocotyledonous plant and inoculation with mycorrhizal fungi isolated
from contaminated soil. It has been proved that symbiosis between monocotyledonous plants
and mycorrhizal fungi resulted in increased efficiency of hydrocarbons removal: 2-, 3-, 4- and
5-cyclic at a rate of about 40% and 6-cyclic at a rate of about 30%, in comparison to the
samples where only plants were introduced. It was also indicated that bioremediation
enhanced by monocotyledonous plant cultivation and fungi inoculation leads to significant
increase in the hydrocarbons’ heavy fractions removal from soil. Efficiency of these fractions
removal increased in discussed experiment 15 times as compared to the control sample (where
remediation was not applied) and almost 4 times as compared to the sample where only plants
were introduced.

Obtained results showed that symbiosis between plants and fungi is a key factor in the soil
phytoremediation. Method for intensification of phytoremediation of soils contaminated with
petroleum compounds was developed and based on the application of mycorrhizal fungi
(phytoremediation + bioaugmentation). Because of relatively low cost and simplicity of
procedure, this method could be attractive alternative for more traditional techniques of

remediation sites contaminated with petroleum products.
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ZAEACZNIK 1
Izolacja spor grzybéw mikoryzowych

Spory grzybéw arbuskulamych izolowane byly zaréwno z gleb czystych, jak i zanie-
czyszczonych produktami naftowymi. Schemat izolacji spor grzyboéw mikoryzowych
przedstawiono na rysunku 1. W celu wyizolowania spor grzybow prébki 100 g badanej gleby
przesiewano przez serie sit o wielkosci oczek od 1 mm do 38 pm, zgodnie z metoda opisang
przez Kendricka (Kendrick, 2001). Zawartos¢ sit o wiekszych Srednicach oczek (powyzej 50
pm) byta przemywana wodg i przenoszona na ptytki Petriego, a nastepnie analizowana
mikroskopowo pod katem ewentualnej obecnosci spor. Materiat, ktéry pozostawat na sitach
o Srednicy oczek mniejszej niz 50 pm przenoszono do zlewek sptukujgc doktadnie sita woda
dejonizowang. Mieszanine rozdzielano do plastikowych probéwek o pojemnosci 100 cm3
ktére wirowano przy predkosci 3000 obrotéw/min. przez 4 min. Supematant dekantowano.
Do probéwek z osadem dodawano 60% roztwor sacharozy i doktadnie mieszano. Probdéwki
zamykano, a nastepnie wirowano w czasie 1 min przy predkosci 2500 obr/min. Tak uzyskany
supematant z zawieszonymi czgstkami organicznymi oraz zywymi sporami grzybow
ostroznie przelewano na sito o mniejszej $rednicy oczek (w stosunku do tych, z ktérego
materiat glebowy byt przenoszony do probéwek), a nastepnie ptukano woda destylowang
przez 1 4- 2 min. Tak spreparowany material przenoszono na ptytki Petriego, a nastepnie
izolowano spory (wg kolom, wygladu, Srednicy) z uzyciem pipety pasteurowskiej i liczono
ich ilo§¢. W podobny sposéb izolowano spory z kultur wazonowych (rys. 1).

Badania przynaleznosci taksonomicznej wyizolowanych spor grzybéw mikoryzowych
wykonat kierownik Katedry Fitopatologii Akademii Rolniczej w Szczecinie prof. dr hab.

Janusz Btaszkowski.

Biopreparat grzybowy

Biopreparat grzybowy sporzadzono z zywych spor grzybéw mikoryzowych
wyizolowanych z mieszaniny gleb zanieczyszczonych produktami naftowymi. Prébka 100
cm3 biopreparatu zawierata 107 spor. Dominujace byty spory grzybéw z rodzaju Glomus,
zwtaszcza gatunkéw Glomus mosseae, Glomus fasciculatum, Glomus claroideum oraz
Glomus lamellosu. Do odpowiednich préb gleb wprowadzano 50 cm3 zawiesiny

biopreparatu/kg gleby.
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namnozy¢ wyizolowane szczepy. Po 72 h inkubacji w temp. 20°C okreslono ogélna liczbe

komodrek bakterii w 1 cm3 uzyskanej zawiesiny, traktowanej jako biopreparat bakteryjny.
Liczba komdrek bakterii w biopreparacie wynosita 6-109 komérek/l cm3 zawiesiny. Do

odpowiednich préb wprowadzono 50 cm3biopreparatu/kg gleby.

Tabela 1
Cechy diagnostyczne szczep6w na podstawie testu AP| 20 NE

Cecha Szczep 1 Szczep 2 Szczep 3 Szczep 4

redukcja azotanéw do
azotynoéw
redukcja azotynéw do
azotu
wytwarzanie indolu
(tryptofan)
fermentacja glukozy - - - +

wytwarzanie
dihydrolazy argininy
wytwarzanie ureazy - - - +
hydroliza eskuliny
(wytwarzanie B- - - -
glukozydazy)
hydroliza zelatyny
(wytwarzanie proteazy)
wytwarzanie B-
galaktozydazy (para-
nitrofenylo-BD-
galaktopiranozydazy)
asymilacja glukozy + + - +
asymilacja arabinozy + + -
asymilacja mannozy - + -

asymilacja manitolu - + - +
asymilacja N-acetylo-
glukozaminy
asymilacja maltozy - - -
asymilacja glukonianu
potasu
asymilacja kwasu
dekadowego
asymilacja kwasu
adypinowego
asymilacja jabtczanu + + -
asymilacja cytrynianu
trisodowego
asymilacja kwasu
fenylooctowego
wytwarzanie oksydazy
cytochromowej
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Na podstawie cech diagnostycznych szczep 1 zidentyfikowano jako Pseudomonas
putida, szczep 2 - Pseudomonas fluorescens, szczep 3 - Acinetobacter radioresistens. Ponie-
waz w przypadku szczepu 4 wyniki testu APl 20 NE byly watpliwe, przeprowadzono
dodatkowo test - API Coryne, na podstawie ktérego zidentyfikowano szczep 4 jako
Rhodococcus sp.
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