FOLIA POMERANAE UNIVERSITATIS TECHNOLOGIAE STETINENSIS
Folia Pomer. Univ. Technol. Stetin. 2012, Agric., Aliment., Pisc., Zootech. 293 (21), 41-50

Matgorzata HAWROT-PAW, Andrzejf NOWAK, Paulina BEKER

LICZEBNOSC DROBNOUSTROJOW W GLEBACH SKAZONYCH OLEJEM
NAPEDOWYM | PODDAWANYCH PROCESOWI FITOREMEDIACJI

THE NUMBER OF MICROORGANISMS IN DIESEL-CONTAMINATED SOILS
AND SUBJECTED TO PHYTOREMEDIATION PROCESS

Zaktad Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiska, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie, ul. Juliusza Stowackiego 17, 71-434 Szczecin, e-mail: Malgorzata.Hawrot-Paw@zut.edu.pl

Abstract. The paper presents results of research evaluating the influence of the phytoremediation
of soil contaminated with diesel fuel on the numbers of the three main taxonomic groups of soil
microflora. Two species of plants have been used in studies: red fescue (Festuca rubra)
varieties Areta and red clover (Trifolium pratense) varieties Nike. Quite variable factors in the
experiment was also the soil type and incubation time. It was found that microorganisms
showed different sensitivity in the presence of diesel fuel in the soil and remediation treatments.
Stimulatory effect of phytoremediation was reported There has been stimulating effect
phytoremediation for bacteria and actinomycetes in sandy soil and unclear reaction for fungi,
irrespective of plant species and soil type used in the experiment.
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WSTEP

Skazenie srodowiska substancjami ropopochodnymi stato sie w ostatnich latach jednym
z powazniejszych probleméw ekologicznych. Obecnos$¢ ropy naftowej i jej pochodnych
modyfikuje fizykochemiczne (Merkl i in. 2005; Agbogidi i in. 2007), biochemiczne
(Wyszkowska i Kucharski 2000) oraz biologiczne wtasciwosci gleb (Tejada i in. 2008), co
wptywa na sktad jakoSciowo-iloSciowy oraz aktywnos¢ mikroorganizméw. Skazenie
wystepuje najczesciej w glebach miejskich, wokdt zaktaddéw przemystowych i w rejonach
wydobycia ropy naftowej (Surygata 2000). W glebach o wiekszej zdolnosci sorpcyjnej rozktad
zanieczyszczen ropopochodnych zachodzi wolniej niz w glebach lekkich, co spowodowane
jest wchtanianiem ich przez materiat ilasty i substancje organiczne (Pettersen i in. 1993).
Istnieje wiele metod, ktérych zadaniem jest ograniczenie negatywnego wptywu skazen na
otoczenie. Obok stosowania kosztownych procesdéw chemicznych oraz fizycznych, istnieje
mozliwo$¢ wykorzystania organizméw zywych. Jedng z biologicznych metod walki
z zanieczyszczeniami jest fitoremediacja (Gerhardt i in. 2009). Roslinnos¢ wykorzystywana
w tym procesie powinna by¢ odporna na duze stezenia ksenobiotykoéw, charakteryzowac sie
zdolnoscig akumulowania kilku zanieczyszczen jednocze$nie, szybkim wzrostem, produkcjg
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duzej ilosci biomasy, odpornosciag na choroby, szkodniki i niekorzystne warunki
srodowiskowe (Marecik i in. 2006). Istotny jest rowniez wptyw roslin na mikroflore gleb
poddawanych procesowi fitoremediacji.

Przeprowadzone badania miaty na celu okreslenie zmian w liczebnosci mikroflory gleby
skazonej olejem napedowym i poddawanej remediacji z wykorzystaniem roslin. W badaniach
okreslono liczebno$¢ najwazniejszych grup taksonomicznych mikroorganizméw (bakterii,
promieniowcow, grzybow), ktorych obecno$¢ i aktywnos¢ wptywa na prawidtowe
funkcjonowanie srodowiska.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenie przeprowadzono w dwdch glebach réznigcych sie zaréwno pod wzgledem
sktadu granulometrycznego, jak i wtasciwosci fizykochemicznych. Pierwsza gleba zostata
pobrana z terenu RZD Lipnik (gleba piaszczysta), zas druga z miejscowosci Ostoja koto
Szczecina (gleba gliniasta). Materiat pobrano z poziomu orno-préchnicznego Ap na
gtebokosci 0-30 cm. Gleba piaszczysta nalezy do gleb brunatno-rdzawych moreny dennej
(Niedzwiecki i Kozminski 1994). W poziomie Ap wykazywata skfad granulometryczny piasku
gliniastego lekkiego o pH w kcl 6,53, zawartosci prochnicy 0,9% i zawartosci azotu 0,09%,
a wegla 1,0%. Gleba gliniasta nalezy do czarnych ziem o pH w KCI 7,0 (Niedzwiecki 1990).
Materiat pobrany do badan wykazywat w poziomie orno-prochnicznym sktad gliny lekkiej
pylastej o zawartosci prochnicy 1,2%, zawartos¢ azotu 0,15%, a zawartos¢ wegla 1,9% .

W badaniach wykorzystano olej napedowy pobrany z dystrybutora stacji paliw. Do gleb
wprowadzono tez kompost, ktory zawierat: 16,5% wegla organicznego, 1,02% azotu
catkowitego oraz 0,11% siarki organicznej (analize wykonano w Katedrze Ochrony
i Ksztattowania Srodowiska ZUT w Szczecinie). W do$wiadczeniu wykorzystano inokulat
bakteryjny (10’ kom - ml™), ktéry przygotowano na bazie szczepéw z kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii i Biotechnologii Srodowiska. W procesie fitoremediacji zastosowano dwa
gatunki roslin: kostrzewe czerwong (Festuca rubra) odmiany Areta i koniczyne czerwong
(Trifolium pratense) odmiany Nike.

Gleby doprowadzono do 60% MPW; wilgotnos¢ tgq utrzymywano przez caty okres
inkubacji (ewentualne straty uzupetniano wodg destylowana). Kazdg z nich podzielono na
proby o wadze 2 kg, a nastepnie skazono olejem napedowym (ON) w stezeniu 5% (v/w s.m.
gleby). Dodatkowo do gleb wprowadzono kompost (5% w/w na s.m. gleby) oraz inokulat
bakteryjny (5% v/w na s.m. gleby). Materiat glebowy umieszczono w wazonach o pojemnosci
2,5 kg, a nastepnie do wybranych wazonéw wysiano kostrzewe czerwong lub koniczyne
czerwong. Gleby skazone i nieobsiane pozostawiono jako obiekty kontrolne (L i R,
odpowiednio dla gleby piaszczystej i gliniastej). W ten sposdb utworzono odpowiednie
obiekty badawcze: L — gleba piaszczysta + ON, LR1 — gleba piaszczysta + ON + kostrzewa,
LR2 — gleba piaszczysta + ON + koniczyna, O — gleba gliniasta + ON, OR1 — gleba gliniasta +
ON + kostrzewa, OR2 — gleba gliniasta + ON + koniczyna.
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Doswiadczenie realizowano metodg kompletnej randomizacji w trzech powtorzeniach dla
kazdej kombinacji. Inkubacje prowadzono w warunkach szklarniowych na terenie hali
wegetatywnej ZUT przez 98 dni. W odpowiednich terminach (1, 14, 28, 63, 98 dzien
inkubacji) wykonano analizy mikrobiologiczne. Liczebnos¢ mikroorganizméw okreslano
metodg rozcienczen glebowych wedtug Kocha, stosujgc dla bakterii podtoze wedtug Bunta
i Roviry (1955), dla promieniowcow podtoze Cyganova i Zukova (1964), a dla grzybow
podtoze wedtug Martina (1950). Dodatkowo okreslono wspétczynnik stopnia rozwoju
mikroorganizmow (SR) wedtug Myskowa (1981).

Wyniki badan opracowano statystycznie, wykorzystujac dwuczynnikowg analize warianciji
pozwalajgcg na ocene wptywu badanych czynnikéw (gatunek rosliny, czas inkubacji) na
liczebnos¢ poszczegolnych grup mikroorganizméw w obu badanych glebach.

WYNIKI | DYSKUSJA

Na podstawie otrzymanych wynikow badan mozna stwierdzi¢ niejednoznaczny wptyw
procesu fitoremediacji gleb skazonych olejem napedowym na liczebno$¢ mikroorganizmow
glebowych. Reakcja badanych drobnoustrojow zalezata od zastosowanych roslin oraz
rodzaju gleby (rys. 1). Najliczniejszg grupa mikroorganizméw byty bakterie, znacznie mnigj
byto grzybdw i promieniowcdw. Takie proporcje potwierdzit w swoich badaniach dotyczacych
wptywu tego paliwa na mikroflore gleb rowniez Nowak i in. (1998).

Wedtug Ferro i in. (1999) oraz Fricka i in. (1999) trawy uwazane sg za jedne z najlepszych
roslin, ktére mozna wykorzysta¢ do procesu fitoremediacji, poniewaz wytwarzajg obfity
system korzeniowy. W przypadku zastosowanych roslin moze trwa¢ do kilku tygodni.
Smreczak i Maliszewska-Kordybach (2003) badaty wplyw traw, tj.: kukurydzy, prosa,
kostrzewy trzcinowej na ubytek weglowodoréw aromatycznych z gleby. Wyniki tych
doswiadczen nie byty jednoznaczne. W obiekcie z prosem, kostrzewa trzcinowa i kukurydzg
oznaczono spowolniony rozktad weglowodorow w obecnosci roslin. Wedtug Surygaty (2000),
gleby piaszczyste, przepuszczalne i suche sg bardziej narazone na zanieczyszczenia, jednak
szybciej ulegajg samooczyszczeniu. W glebach wytworzonych z glin wystepuje wyzsza
zawartos¢ materii préchniczej niz w glebach piaszczystych, zachodzi zwiekszona sorpcja
zanieczyszczen, a co za tym idzie stabsza dostepnos$¢ substanciji zanieczyszczajacych dla
mikroorganizmow glebowych.

Bakterie sg najwazniejszymi organizmami odpowiedzialnymi za rozkfad substancji
organicznej, wptywajg na zachodzace w przyrodzie procesy wietrzenie skat, powstawanie
humusu, zyzno$¢ gleby, synteze préchnicy (Marszewska-Ziemiecka 1969). Po wprowadzeniu
do doswiadczenia roslin na ogdét obserwowano stymulacje liczebnosci bakterii w glebie
piaszczystej i niejednoznaczng reakcje w glebie gliniastej. W glebie piaszczystej w obiekcie
z kostrzewg czerwong praktycznie przez caty okres doswiadczenia liczebnos¢ byta wyzsza
w stosunku do obiektu bez roslin w zakresie 48—93%.
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Rys. 1. Liczebno$¢ badanych grup mikroorganizméw w glebie piaszczystej i gliniastej wyrazona jako
procent w stosunku do obiektéw bez roslin (L — gleba piaszczysta + olej napedowy, LR1 — gleba
piaszczysta + olej napedowy + kostrzewa, LR2 — gleba piaszczysta + olej napedowy
+ koniczyna, O — gleba gliniasta + olej napedowy, OR1 — gleba gliniasta + olej napedowy
+ kostrzewa, OR2 — gleba gliniasta + olej napedowy + koniczyna)

Fig. 1. The number of investigated groups of microorganisms in the sandy and loamy soil, expressed
as a percentage of the objects without plants (L — sandy soil + diesel oil, LR1 — sandy
soil + diesel oil + fescue, LR2 — sandy soil + diesel ail + clover, O — loamy soil + diesel oil, OR1 —
loamy soil + diesel oil + fescue, OR2 — loamy soil + diesel oil + clover)

Trawy, podobnie jak i rosliny motylkowe, sga dobrymi bioakumulatorami — pobierajg
zanieczyszczenia organiczne i akumulujg je w organach nadziemnych. Korzenie roslin mogty
korzystnie wptywac na strukture gleby, powodujac jej napowietrzanie, a takze rozwoj bakterii
tlenowych, ktére mogg uczestniczy¢ w rozktadzie skazen, a takze pomagajq roslinie pobierac
sktadniki pokarmowe z podtoza, przyczyniajac sie do jej wzrostu (Ciura i in. 2001). Korzystny
wplyw roslin rajgrasu na remediacje gleb skazonych olejem napedowym potwierdza
tez Etsuko i in. (2004). W badaniach wfasnych znacznie wyzsze wartosci liczebnosci

obserwowano jednak w obiekcie z koniczyng czerwong. W glebie gliniastej, niezaleznie od
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gatunku rosliny, nie odnotowano wyraznej tendencji — w trakcie inkubacji oznaczono
zaréwno wzrost, jak i redukcje liczebnosci w stosunku do obiektu O. Korzystna reakcja
mogta by¢ efektem dziatania wydzielin korzeniowych, stymulujgcych rozktad zwigzkow
organicznych. Wedtug Smreczak i Maliszewskiej-Kordybach (2003) wydzieliny korzeniowe
sg dodatkowym zrodtem wegla i energii dla drobnoustrojow glebowych.

Z przeprowadzonych badan wtasnych wynika, ze rosliny miaty znaczacy wptyw réwniez
na liczebnos¢ promieniowcéw zaréwno w skazonej glebie piaszczystej, jak i w gliniastej.
Drobnoustroje te petnig istotng funkcje w glebie, m.in. metabolizujg caty szereg trudno
rozktadalnych substancji organicznych (Schlegel 2005). Nowak i in. (1998), ktéry prowadzit
badania mikrobiologiczne na glebach skazonych substancjami ropopochodnymi uwaza, Ze
promieniowce, podobnie jak i bakterie, lepiej namnazajg sie w glebach, gdzie stosuje sie
intensywniejsze zabiegi modyfikujgce, a do takich zabiegéw mozna zaliczy¢ fitoremediacje.
W badaniach wiasnych rosliny powodowaty na ogoét stymulacje liczebnosci tych
mikroorganizmow w glebie piaszczystej. Wyrazny wzrost liczby komorek promieniowcow,
niezaleznie od rodzaju zastosowanej rosliny, odnotowano w pierwszym okresie inkubacji,
a stymulacja w przypadku obiektu LR1 utrzymywata sie do konca inkubacji. W glebie
gliniastej liczebnos¢ promieniowcdéw w obiekcie z kostrzewg utrzymywata sie na poziomie
zblizonym do kontrolnego, natomiast obecnos¢ koniczyny czerwonej miata negatywny wptyw
na obserwowane zmiany. Badania Nowaka i in. (2008), dotyczace wptywu oleju napedowego
na zmiany ilosci mikroorganizmow, potwierdzajg przyrost liczebnosci promieniowcow
w glebach skazonych olejem napedowym. Inne wyniki otrzymat Shengwei i in. (2009), ktory
badat wptyw procesu fitoremediacji gleb skazonych ropa naftowg na mikroorganizmy. Autor
odnotowat zalezno$¢ miedzy zmianami liczebnosci a koncentracjg zanieczyszczenia.
W glebie pod uprawg roslin oznaczyt zblizong liczbe promieniowcéw w stosunku do kontroli,
natomiast w glebie skazonej liczebnos¢ ulegta redukciji.

W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano wyraznego zwigzku miedzy
zastosowanymi roslinami a zmiang liczebnosci grzybéw w obu badanych glebach. W glebie
piaszczystej skazonej olejem napedowym i poddawanej fitoremediacji z wykorzystaniem
kostrzewy czerwonej (obiekt LR1) przez caty okres inkubacji liczebno$¢ grzybow byta
zblizona do obiektu bez roslin. Podobne zaleznosci obserwowano w obiekcie LR2, czyli
skazonej glebie piaszczystej porosnietej koniczyng (z wyjatkiem 28. dnia inkubaciji). Nieznacznie
wieksze wahania liczebnosci odnotowano w glebie gliniastej zaréwno redukcije, jak i wzrost
liczby komorek grzybow w poréwnaniu z obiektami bez roslin. Wahania liczebnosci grzybéw pod
wptywem oleju napedowego potwierdza tez Michalcewicz (1995). Porownywalne wyniki uzyskaty
takze Hawrot-Paw i Rytéw (2008), badajac wptyw benzenu na liczebnos¢ mikroorganizmaow.
W badaniach wiasnych rosliny nie zwiekszaty istotnie liczby komoérek grzybéw, co jest

zjawiskiem pozytywnym, poniewaz wiele z tych mikroorganizméw, uczestniczac w rozktadzie
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zanieczyszczen, moze przyczynia¢ sie do powstawania substancji bardziej toksycznych dla
srodowiska niz substrat wyjsciowy. Wahania liczebnosci wedtug Matachowskiej-Jutsz i in. (1997)
moga by¢é spowodowane pojawieniem sie w srodowisku toksycznych metabolitéw posrednich,
ktore powstajg w wyniku degradaciji substancji ropopochodnych.

Na podstawie liczebnosci poszczegdlnych grup drobnoustrojow oznaczono wspotczynnik
stopnia rozwoju mikroorganizmoéw (rys. 2). Odnotowane roznice dotyczyly gatunku rosliny
zastosowanej w procesie fitoremediacji. W glebie piaszczystej po wprowadzeniu kostrzewy
czerwonej (LR1) obserwowano redukcje o 25% w stosunku do obiektu bez roslin. Wyzszg
warto$¢ wspétczynnika odnotowano w obecnosci koniczyny czerwonej w glebie obiektu LR2
(45% wiecej niz w LR1). W glebie gliniastej w obecnosci roslin odnotowano zwiekszenie
wartosci wspotczynnika SR, zwlaszcza w obiekcie z kostrzewg czerwong (OR1), co oznacza
korzystniejsze warunki do wzrostu i rozwoju bakterii i promieniowcéw kosztem grzybow (rys. 2).

Wzrost wartosci SR moze oznaczac¢ aktywny udziat bakterii w procesie rozktadu skazenia.
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Rys. 2. Wspdtczynnik stopnia rozwoju mikroorganizmoéw (SR) wyrazony jako procent w stosunku do
obiektow bez roslin (LR1 — gleba piaszczysta + olej napedowy + kostrzewa, LR2 — gleba
piaszczysta + olej napedowy + koniczyna, OR1 — gleba gliniasta + olej napedowy + kostrzewa,
OR2 — gleba gliniasta + olej napedowy + koniczyna)

Fig. 2. Coefficient degree of development of microorganisms (SR) expressed as a percentage relative
to the objects without plant (LR1 — sandy soil + diesel oil + fescue, LR2 — sandy soil + diesel
oil + clover, OR1 — loamy soil + diesel oil + fescue, OR2 — loamy soil + diesel oil + clover)

Analiza statystyczna wykazata, ze kombinacja doswiadczenia oraz czas inkubacji miaty
istotny wptyw na liczebnos¢ tylko bakterii i promieniowcéw zaréwno w glebie piaszczystej
(tab. 1), jak i w gliniastej (tab. 2), natomiast interakcja obu czynnikéw byta istotna w obu

glebach dla wszystkich badanych grup mikroorganizmow.
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Tabela 1. Analiza wariancji liczebnosci mikroorganizméw w glebie piaszczystej skazonej olejem
napedowym i poddawanej procesowi fitoremediacji
Table 1. Analysis of variance for the number of microorganisms in sandy soil contaminated with
diesel fuel and subjected of phytoremediation process

Zrodio zmiennosci' Liczba stopni swobody Suma kwadratéow F P
Source of variation’ Degree of freedom Sum of squares
Bakterie — Bacteria
1 4 4312107 - 10" 1171,3 0,00*
2 2 6014070 - 10" 163,4 0,00*
1x2 8 4446166 - 10" 120,8 0,00*
Btad — Error 30 36815334 - 10°
Promieniowce — Actinomycetes
1 4 1486029 - 10" 582,0 0,00*
2 2 1076082 - 10" 42,1 0,00*
1x2 8 4715741 -10"° 18,5 0,00*
Btad — Error 30 25530967 - 10°
Grzyby — Fungi
1 4 42680164 - 10° 70,1 0,00*
2 2 1374794368 2,3 0,12
1x2 8 2078897152 34 0,01*
Btad — Error 30 608601472

"1 - czas inkubaciji — incubation time, 2 — gatunek — species.

Tabela 2. Analiza wariancji liczebnosci mikroorganizméw w glebie gliniastej skazonej olejem
napedowym i poddawanej procesowi fitoremediacji
Table 2.  Analysis of variance for the number of microorganisms in loamy soil contaminated with
diesel fuel and subjected of phytoremediation process

Zrodio zmiennosci' Liczba stopni swobody Suma kwadratéow F P
Source of variation' Degree of freedom Sum of squares
Bakterie — Bacteria
1 4 9685004 - 10" 338,6 0,00*
2 2 2295575 - 10" 8,0 0,00*
1x2 8 5971056 - 10" 208,8 0,00*
Btad — Error 30 2860022 - 10"
Promieniowce — Actinomycetes
1 4 7735140 - 10" 293,5 0,00*
2 2 3337343 - 10" 126,6 0,00*
1x2 8 1427932 - 10" 54,2 0,00*
Btad — Error 30 26359119 - 10°
Grzyby — Fungi
1 4 14444032 - 10* 98,0 0,00*
2 2 1937555968 1,3 0,28
1x2 8 14740633 - 10° 10,0 0,00*
Btad — Error 30 1474370048

! Opis jak w tabeli 1 — description as in Table 1.

PODSUMOWANIE

Wplyw fitoremediacji na liczebno$¢ mikroorganizmow zalezat od gatunku rosliny oraz
grupy badanych drobnoustrojow. Stymulujacy wptyw odnotowano przede wszystkim w glebie
piaszczystej, w odniesieniu do bakterii i promieniowcéw. Stwierdzono niejednoznaczng
reakcje grzyboéw. Obserwowane podczas doswiadczenia nieznaczne zmiany w ich
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liczebnosci (stymulacja i redukcja) nie zalezaly od rodzaju gleby oraz gatunku rosliny.
Wyzsza warto$¢ wspotczynnika SR w glebach poddawanych fitoremediacji oznacza ich
lepsze wiasciwosci mikrobiologiczne w porownaniu z glebami skazonymi, bez prowadzonych
zabiegéw dekontaminacyjnych.
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