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EFEKTY ZASTOSOWANIA ROSLINY MOTYLKOWEJ |
BIOPREPARATU NATURALNEGO W ZWIEKSZENIU POTENCJALU
DEGRADACYJNEGO GLEB O ZASTARZALYM
ZANIECZYSZCZENIU SUBSTANCJAMI ROPOPOCHODNYMI

Streszczenie. Badano efekty zastosowania rosliny motylkowej (koniczyny biatej -
Trifolllium pratense) oraz bioaugmentacji namnozong mikroflorg autochtoniczng gleby o
zastarzatym zanieczyszczeniu substancjami ropopochodnymi. Badang glebe pobrano z terenu
rafinerii w Czechowicach-Dziedzicach i zaklasyfikowano jako silnie zdegradowang o
stosunku C:N=100:0,7. Najlepsze efekty usuniecia zanieczyszczen ropopochodnych uzyskano
w przypadku zastosowania samej koniczyny.

THE EFFECTS OF USING PAPILIONACEOUS PLANT AND NATURAL
BIOPREPARATION IN ORDER TO |INCREASING DEGRADING
POTENTIAL OF AGED-POLLUTED BY PETROLEUM HYDROCARBONS
SOIL

Summary. The effects of using papilionaceous plant (Trifolllium pratense) and multiplied
autochthonous microorganisms bioaugmentation in aged-petroleum-poiluted soil was studied.
The samples of soil were taken from rafinery in Czechowice-Dziedzice and classified as
heavy degraded with proportion C:N=100:0,7. The best effect on petroleum hydrocarbons
removing was achieved in case of using plant only.

Wistep

Wiekszo$¢ substancji ropopochodnych trafiajgcych do $rodowiska gruntowo-wodnego
ulega procesom biologicznych przemian, polegajacych na ich biotransformacji lub bio-
degradacji. Zakres i szybko$¢ proceséw rozktadu zalezg od wielu czynnikéw $rodowisko-
wych i mikrobiologicznych, witasciwosci gleby, ,,wieku” zanieczyszczenia, jego stezenia i

substancji towarzyszacych oraz przede wszystkim witasciwosci tych zwigzkéw [12, 16, 18].
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Przyjmuje sie, ze rekultywacja metodami biologicznymi jest mozliwa, gdy stezenie substancji
ropopochodnych w gruncie nie przekracza 10% [6].

W celu intensyfikacji proceséw usuwania zanieczyszczen ropopochodnych z gruntow w
technologiach oczyszczania zaleca sie stosowanie zabiegdw wptywajacych na zwiekszenie
biomasy degradatoréw poprzez np. stosowanie biopreparatéw lub wysiewanie odpowiednich

gatunkéw roslin [7, 13, 17, 18],

Cel badan

Celem przeprowadzonych badan byto poréwnanie wptywu zaréwno oddzielnego, jak i
tacznego zastosowania modyfikacji, polegajagce na wysianiu rosliny motylkowej oraz
wprowadzeniu biopreparatu naturalnego, na aktywno$¢ biologiczng, witasciwosci fizyko-

chemiczne gleby oraz mozliwosci biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych.

Metodyka badan

Do badan uzyto gleby o zastarzatym zanieczyszczeniu substancjami ropopochodnymi,
pobranej z terenu wysypiska odpadéw ropopochodnych rafinerii w Czechowicach-
Dziedzicach. Materiat pobrano z warstwy 0-30 cm i zaklasyfikowano jako glebe gliniasta.
Zatozono hodowle wazonowe, w ktérych utrzymywano wilgotno$¢ na poziomie 25 %
wagowych przez caty okres trwania badan.

Wykonano oznaczenia analityczne zawartosci frakcji ciezkich weglowodoréw (metoda
wagowa), WWA (HPLC =z detekcjg fluorescencyjng), niepolamych weglowodoréw
alifatycznych TPH (chromatografia gazowa), wegla organicznego, azotu og6lnego i pH [14],
Oznaczenia mikrobiologiczne obejmowaly oznaczenia metoda posiewu powierzchniowego
ogo6lnej liczby bakterii heterotroficznych na podtozu YS, grzybéw na poditozu Czapek-Doxa,
promieniowcéw na podtozu z argining [15],

Proby badawcze poddano przewidzianym w eksperymencie modyfikacjom polegajacym
na zaszczepieniu biopreparatem (bioaugmentacja) i wysianiu roslin. Do bioaugmentacji uzyto
mieszaniny mikroorganizméw autochtonicznych, wyizolowanych z badanej gleby, ktérych
wprowadzona biomasa odpowiadata wartosci 6,5x105 komérek na gram gleby. Rosling

zastosowang w eksperymencie byta roslina motylkowa - koniczyna biata Trifolium repens L
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Kontrole stanowita préba niemodyfikowana. Préby umieszczono w fitotronie w celu za-

pewnienia stabilnych warunkdw termicznych i $wietlnych.

Wyniki i dyskusja

W ocenie stopnia zanieczyszczenia weglowodorami grunty zawierajgce w poziomie
préchnicznym ponad 0,04% ekstraktu eterowego uznaje si¢ za zanieczyszczone [18].
Zawarto$¢ substancji ropopochodnych w badanej glebie wskazuje na jej silng degradacje.
Giowny tadunek zanieczyszczen stanowity tu frakcje ciezkie - o0k.16%, TPH - 1,9% oraz
relatywnie niewielka zawarto§¢ WWA 2-6 pierScieniowych, ktérych suma wynosita 32,135
mg/kg s.m. gleby (0,0032%) (tab. 1). Istotnym kryterium oceny zdegradowania gleby jest
stosunek zawartosci wegla do zawartosci azotu w prochnicznej warstwie gleby [18]. Na og6t
przyjmuje sie optymalny dla biodegradacji stosunek C:N jako 250:10, zaleca sie réwniez
proporcje 100:10 [9, 18]. Stosunek C:N = 100 : 0,7 (tab. 2) i brak szaty roslinnej w miejscu
poboru préby wskazuje na silng degradacje badanej gleby.

Tabela 1
Zawartos¢ weglowodoréw ropopochodnych w glebie gliniastej
(TPH, frakcje ciezkie i WWA)
TPH [g/kg suchej masyl Frakcje ciezkie ig/kg suchej masyl WWA tg/kg s.m.|
0,032
19,11 159,11 2-3 pWWA 4-6 p WWA
0,011 0,021
Tabela 2
Zawarto$¢ wegla organicznego i azotu og6lnego oraz pH zanieczyszczonej gleby gliniastej
Rodzaj modyfikacji (gN,,,/kg gleby.1 C [sC/kg gleby] pH
Otd. 4td. 8td. 12 Otd 4td 8td 12 oOtd 4td 8td 12
td. td. td.
kontrola 1.06 113 1,18 182 164 201 63 66 60
gl. + koniczyna 133 137 131 s 161 179 133 o 58 62 59
gl. + biopreparat 117 1,18 1,16 - 165 236 182 s 64 63 65
gl.+ konicz. + biopr. 1,43 163 155 179 201 157 6.1 6,3 5,9

Efektywno$¢ procesow biodegradacji zalezy od wielu czynnikéw, jednym z nich jest
zwiekszenie liczebnosci i aktywnosci rodzimej mikroflory degradacyjnej, a w razie potrzeby
wzbogacenie (bioaugmentacja) gleby mikroorganizmami intensywnie rozkfadajacymi
zanieczyszczenia [3, 5, 8, 10, 18].
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze procesy biodegradacji zanieczyszczen najefektywniej
przebiegaty w probie z koniczyna, gdzie stopien usuniecia poszczeg6lnych frakcji byt
nastepujacy: TPH - 63%, frakcji ciezkich - 44%, 4-6 pierScieniowych WWA 9%. Usunigcie
2-3 p. WWA (80%) byto zblizone do poziomu kontroli (76%) (rys. 1). Niska masa
czasteczkowa i wysokie cisnienie par 2 p. WWA mogto byé przyczyng znacznego udziatu

proceséw abiotycznych w stratach tej grupy [12, 16],

Modyfikacje gleby
[OTPH OTr.cjezkie 0 2-3p WWA »4-6 pWWA |

Rys. 1. Procent usunigcia substancji ropopochodnych w zaleznosci od wprowadzonej modyfikacji gleby
Fig. 1. Persentage ofremoving petroleum hydrocarbons in modyfied soil

Najwyzsza efektywnos$¢ eliminacji zanieczyszczen ropopochodnych w proébie z koniczy-
ng, koresponduje z uzyskanymi w niej najwyzszymi warto$ciami liczebnosci bakterii i
grzybow, ktére w stosunku do kontroli w pewnych okresach wzrastaty 100-krotnie i wiecej
(rys. 2 i 3). Ro$liny motylkowe, dzieki symbiozie z bakteriami brodawkowymi, sag w duzym
stopniu niezalezne od zawarto$ci azotu w glebie, nie uczestnicza w powiekszaniu jego
deficytu, a poprzez sktad wydzielin korzeniowych wzbogacajg glebe w ten sktadnik [1, 16,
18]. W badanej glebie w probach z roslinami juz w pierwszych tygodniach stwierdzono
wiekszy przyrost azotu ogélnego (tab. 2).

Pokrywajace sie fluktuacje liczebnosci bakterii i grzybdw wskazujg na opisywang przez
Cerniglie [4] mozliwo$¢ wspotdziatania obu grup w detoksykacji gleby, polegajacg na
metabolizowaniu przez grzyby trudno rozktadalnych weglowodoréw i dostarczaniu bakteriom
tatwiej przyswajalnych, posrednich produktéw rozktadu. Bakterie z kolei poprzez mozliwosé
produkcji biosurfaktantow moga zwiekszaé biodostepno$é substratow wzmagajgc ich
desorpcje z czastek glebowych.

W prébie z koniczyng nie stwierdzono obecnosci promieniowcéw, w pozostatych

prébach ich liczebno$¢ byta tak niska (ok. 101spor/ g s. m. gleby), ze nie miata wptywu na
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przebieg badanych proceséw. Wyeliminowanie tej grupy mikroorganizméw mogto by¢
wynikiem silnej konkurencji pokarmowej ze strony dynamicznie rozwijajacej sie mikroflory

bakteryjnej lub antybiozy ze strony licznie reprezentowanych grzybow.
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Rys. 2. Wplyw zastosowanych modyfikacji gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi na zmiany
og6lnej liczebnosci bakterii
Fig. 2. Influence of using modifications in hydrocarbons contaminated soil on changes of total bakterial number
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Rys. 3. Wplyw zastosowanych modyfikacji gleby skazonej substancjami ropopochodnymi na zmiany liczebnosci
grzybow
Fig. 3. Influence ofusing modifications in hydrocarbons contaminated soil on changes o ftotal fungi number
W eksperymencie zastosowano biopreparat naturalny - namnozong biomase mieszaniny
mikroorganizméw autochtonicznych. Na zalety stosowania takich zabiegow wskazujg liczni
autorzy [2, 3, 10], gdyz otrzymane w ten sposob biopreparaty sg stosowane w warunkach, do
jakich sg zaadaptowane. Wprowadzona do gleby biomasa mikroorganizméw odpowiadata
ilosci 4x105 komoérek na gram gleby. Kanska [5] podaje, ze wraz ze wzrostem liczby
wprowadzonych komorek bakterii od 2x103 do 2x107 kom./g s.m. gruntu efekt eliminacji
zanieczyszczen wzrést od 39 do 94%.
Wprowadzenie biopreparatu do badanej gleby nie przyniosto jednak oczekiwanych

rezultatow. Podobnie jak w kontroli nie stwierdzono tu usuniecia TPH i 4-6 p. WWA,
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usuniecie frakcji ciezkich spadto o0 5%, o 10% wzrosto jedynie usuniecie 2-3 p. WWA
(rys. 1). Po wprowadzeniu biopreparatu naturalnego nie stwierdzono rdwniez wzrostu
liczebnos$ci bakterii i grzybéw; wrecz przeciwnie obserwowano ich spadek (rys. 2 i 3).
Zwazywszy na wiek skazenia badanej gleby (kilkadziesiagt lat) nalezy spodziewac sie, ze w
okresie tym zaszty procesy selekcji i adaptacji mikroflory, ustalita sie wiec swoista
rownowaga i wyksztatcity mechanizmy homeostatyczne, ktére przeciwdziatajg jakiejkolwiek
ingerencji z zewnatrz, w tym réwniez prébom sztucznego zageszczenia mikrobiocenozy, co
szczegOlnie podkresla Alexander [1].

taczne zastosowanie ro$liny i biopreparatu spowodowato wiekszy niz w kontroli i
prébie z samym biopreparatem wzrost usuniecia frakcji ciezkich (34%), 2-3 p. WWA (89%)
oraz 4-6 p. WWA (2%) (rys. 1). Wyniki te sgjednak gorsze anizeli przy zastosowaniu samej
koniczyny. Podobne tendencje obserwowano w przypadku przyrostéw biomasy
mikroorganizmoéw (rys. 2 i 3). Wyniki powyzsze wskazujg, ze skala wzrostow liczebnosci
mikroorganizmow, ktora przektada sie na efektywno$¢ biodegradacji zanieczyszczen, jest
wypadkowag stymulacji ze strony zastosowanej rosliny i konkurencji pokarmowej ze strony

innych grup mikroorganizmow.

Podsumowanie

Wieloletni charakter skazenia badanej gleby wplynat na ustalenie sie w niej swoistej
rébwnowagi uktadu - homeostazy, ktdrej mechanizmy ograniczalty mozliwos$ci zasiedlenia sie
introdukowanej namnozonej mikroflory autochtonicznej. Natomiast wysianie rosliny
motylkowej stworzyto korzystne warunki rozwoju mikroorganizméw i biodegradacji
zanieczyszczen ropopochodnych, a analizy chemiczne wykazaty wptyw tej rosliny na wzrost
zawartosci azotu w glebie. Z kolei tgczne zastosowanie rosliny i biopreparatu wptyneto na
ograniczenie pozytywnego oddziatywania samej rosliny na liczebno$¢ mikroorganizmow i
procesy usuwania zanieczyszczen. W celu uzyskania dobrych efektow w praktyce
bioremediacyjnej, jakiekolwiek préby modyfikacji gleby in situ nalezatoby wiec poprzedzic¢
badaniami laboratoryjnymi, obrazujgcymi skuteczno$¢ i zasadno$¢ stosowania danych

zabiegow.
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Abstract

In studied aged-petroleum-polluted soil was specific balance — homeostasis, that
mechanisms were limiting possibilities of introduction multiplied autochthonous
microorganisms. Presence of papilionaceous plant (Trifolllium pratense) appeared to be
benefit modification, which made good conditions for microorganisms’ growth and
biodégradation processes. Chemical analysis showed plant influence for increase of nitrogen
concentration in degraded soil. Bioaugmentation and connected using plant and
bioaugmentation wasn’t as good modification as literatura date show because of limiting
microorganisms’ growth and biodégradation processes. So, the best modification for
removing hydrocarbons from soil was using papilionaceous plant only. In order to achieve
good bioremediation results in situ it is necessary to do laboratory researches, which can

shows and make us sure that our choice is correct.



