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Streszczenie

Pochodne ropy naftowej stanowia grupe zanieczyszczen organicznych naj-
liczniej wystepujacych w sSrodowisku glebowym. Sg to przede wszystkim
weglowodory o réznej budowie chemicznej i zr6znicowanych parametrach
fizycznych. Produkty naftowe stanowig wiec rosngcy problem ekologiczny
ze wzgledu na mozliwo$¢ modyfikacji naturalnej aktywnosci biologicznej
oraz wtasciwosci chemicznych i fizycznych zanieczyszczonych gleb. Dzieki
szybkiemu rozwojowi technik oczyszczania wod i gruntéw udaje sie ogra-
niczy¢ ich toksyczno$¢ w srodowisku. Najczesciej wykorzystywane techno-
logie oparte sg na metodach biologicznych.

Okres$lenie zanieczyszczeni probek srodowiskowych moze przebiega¢ na
drodze analizy laboratoryjnej, jednak nie dostarcza ona pelnych informacji
na temat bezposredniej toksycznosci na organizmy zywe. Znajac wymaga-
nia zyciowe organizmdéw, mozna potraktowac je jako biowskazniki, przy
czym ich autekologia, rozwdj osobniczy i dynamika populacji muszg by¢
dobrze poznane.

Stowa Kkluczowe: biotesty, bioremediacji, zanieczyszczenia Srodowiska,
dzdzownice

Wstep

Dynamicznie postepujaca industrializacja oraz intensywny rozwadj Swia-
towej gospodarki sprawiaja, ze cztowiek coraz bardziej przyczynia sie do nie-
Korzystnych zmian w Srodowisku, czesto nieodwracalnych. Skutkiem niera-
cjonalnego korzystania ze Srodowiska jest przedostawanie sie rosngce;j ilosci
zanieczyszczen do wszystkich jego elementow. Postep gospodarczy i rozwoj
technologiczny powoduja wzrost zuzycia produktéw przemystu petroche-
micznego. Spedycja, magazynowanie, dystrybucja i uzytkowanie stanowig
jedna z najczestszych przyczyn przedostawania sie paliw do Srodowiska
przyrodniczego [Klimiuk itebkowska 2003]. Stad zwiazki ropopochodne
tatwo moga przedostawac sie do wod i gruntow wptywajac toksycznie nie
tylko na flore i produkcje roslinng, ale rowniez na zdrowie zwierzat i ludzi.
W sktad ropy naftowej i jej pochodnych wchodza gtéwnie weglowodory ali-
fatyczne i aromatyczne. Benzyna jako jedna z pochodnych w sktadnie zawie-
ra przede wszystkim weglowodory alifatyczne o liczbie atomowej od 5 do 12
oraz niewielka ilo$¢ weglowodoréw nienasyconych i aromatycznych [Sury-
gata 2000].
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TOM I

Ze wzgledu na zagrozenie ekologiczne konieczne jest przeprowadzenie
dziatan prowadzacych do oczyszczenia terendw zanieczyszczonych. Alterna-
tywa dla czesto bardzo inwazyjnych metod fizycznych i chemicznych oczysz-
czania gruntéw jest stosowanie mikroorganizméw. W procesie biologiczne-
go oczyszczania gruntow zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi
mikroorganizmy wykorzystujg weglowodory w charakterze zrodia wegla
i energii [Kotwzan 2008]. Istnieje wiele grup mikroorganizméw glebowych
- gléwnie bakterii i grzybow, ktore sg zdolne do przeksztatcania weglowo-
doréw w nietoksyczne zwigzki, lub catkowicie je mineralizujg do substancji
prostych takich jak dwutlenek wegla i woda [Szlaski i Wojewddka 2003].
Bioremediacja koncentruje sie na zwiekszeniu wydajnosci istniejgcych lecz
powolnych procesdw samooczyszczania zachodzgcego w gruncie. Zwiek-
szenie liczebnoSci wyspecjalizowanych mikroorganizméw w gruncie moz-
na osiggna¢ w procesach biostymulacji i bioaugumentacji. Biostymulacja to
wzbogacenie gleby w biogeny i regulacja parametréw chemiczo-fizycznych.
Natomiast bioaugumentacja polega na wprowadzeniu specjalnie wyselek-
cjonowanych mikroorganizméw zdolnych do degradacji zanieczyszczen [Ko-
twzan 2008]. Wykorzystuje sie te zdolno$¢ w redukcji toksycznos$ci zanie-
czyszczen miedzy innymi ropopochodnych. Zastosowanie bioaugumentacji
w procesie eliminacji zanieczyszczen zwigzkami ropopochodnymi staje sie
jak najbardziej uzasadnione z kilku powodéw. Przede wszystkim s3 to me-
tody wykorzystujgce naturalng biologiczng aktywno$¢ mikroorganizmow,
a koncowe produkty wszystkich zachodzacych przemian stanowig zwigzki
nietoksyczne dla Srodowiska. Ponadto bioaugumentacja nie wymaga apli-
kacji do Srodowiska przyrodniczego dodatkowych zwigzkéw chemicznych,
mogacych wchodzi¢ w interakcje czy akumulujgcych sie w glebie.

Wyniki analizy préobek srodowiskowych pozwalajg okresli¢ stan bada-
nego materiatu, jednak nie pozwalaja one na poznanie wszystkich wyste-
pujacych w Srodowisku zanieczyszczen, czesto dziatajgcych synergistycznie
[Jasiewicz i in. 2010]. Dlatego istnieje konieczno$¢ rozwoju badan w zakre-
sie nauk o $srodowisku, opierajacych sie zaréwno na analityce chemiczne;j
jak i monitoringu biologicznego. Uzupetnieniem analityki chemicznej moga
stanowi¢ zywe organizmy testowe i ich reakcja na zanieczyszczenie. Wazne
jest, zeby grupa organizméw testowych zbudowana byta z przedstawicieli
wszystkich poziomdw tancucha troficznego, zaré6wno producentéw, konsu-
mentow jak i reducentow.

Celem badan byto ocena toksycznos$ci gleby zanieczyszczonej benzyng
po przeprowadzeniu procesu bioremediacji przy uzyciu baterii biotestéw.

Material i metody badan

Proces oczyszczania gleby zanieczyszczonej benzyng prowadzono
w warunkach laboratoryjnych na czterech obiektach w trzech réwnolegtych
powtdrzeniach. Podtoze glebowe zwilzono woda destylowang do 60% mak-
symalnej pojemnosci wodnej i zanieczyszczono benzyng w ilosci 1% wag.
Degradacje zanieczyszczenia wspomagano przez bioaugumentacje drozdza-
mi z gatunku Yarrowia lipolytica zastosowanych w ilosci 1, 2 i 3% wag. (tab.
1). Tak przygotowane obiekty inkubowano przez 15 i 30 dni w temperaturze
pokojowej utrzymujac staty poziom wilgotnosci.
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Tabela 3. Schemat zastosowanych dawek paliwa i drozdzy w poszczegdlnych obiektach

Numer obiektu Skilad obiektu
1 Gleba + Paliwo (1%)
2 Gleba + Paliwo (1%) + Drozdze (1 %)
3 Gleba + Paliwo (1%) + Drozdze (2 %)
4 Gleba + Paliwo (1%) + Drozdze (3 %)

Toksycznos$¢ probek glebowych badano przy wykorzystaniu 4 biotestow:
Phytotoxkit, Ostracodtoxkit, Microtox oraz biotestu z wykorzystaniem dz-
dzownic Eisenia fetida. W pracy zostang omowione wyniki z biotestu na dz-
dzownicach. Biotest z wykorzystaniem dzdzownic Eisenia fetida do oznaczania
toksycznosci ostrej, oparty jest na obserwacji przyrostu biomasy i $miertelno-
$ci dzdzownic. Badania prowadzono zgodnie z normg PN-ISO 11268-1:1997.
Metoda ta wykorzystuje pobieranie zwigzkéw przez skore i przewod pokar-
mowy zwierzat. Smiertelno$¢ i inhibicje przyrostu masy okreslono po 7 i 14
dniach od umieszczenia dorostych osobnikéw z dobrze wyksztatconym siodet-
kiem w podtozu hodowlanym zawierajacym jednakowa ilo$¢ benzyny i rézne
zawartoSci drozdzy Yarrowia lipolytica. Warto$¢ wspotczynnika Smiertelnosci
po 7 i 14 dniach wyznaczono na podstawie zaleznoSci:

L — L7(14)
M7 14y = — 100[%]

gdzie:

M, .,y ~ wspotczynnik Smiertelnosci po 7 lub 14 dniach [%],

L - liczba zywych dzdZzownic w prébce kontrolnej gleby,

Law~ liczba zywych dzdzownic w glebie zanieczyszczonej po 7 lub 14 dniach.
Test oceny oddzialywania substancji toksycznych na Smiertelno$¢ orga-

nizméw przeprowadzono w polietylenowych pojemnikach, wypetionych

1000 g badanego podtoza hodowlanego. Kazda préba sktadata sie z 10 do-

rostych dzdzownic z gatunku Eisenia fetida z prawidtowo wyksztatconym

siodetkiem. Probe kontrolng stanowita gleba zanieczyszczona benzyng bez

dodatku drozdzy. Wilgotno$¢ prob utrzymywano w przedziale 40-60% cat-

kowitej pojemnosci wodnej. Podczas trwania testu dzdzownice dokarmiano

przefermentowanym i rozdrobnionym obornikiem.

Wyniki badan
Wyniki zmian zootoksycznoSci gleby zanieczyszczonej benzyng podda-

nej remediacji poprzez bioaugumentacje w czasie 7, 14 i 21 dni na dzdzow-
nice z gatunku Eisenia fetida przedstawiono w tabeli 2.

-320-



TOM I

Tabela 2. Smiertelno$¢ dzdzownic w zaleznoéci od czasu inkubacji gleby

Wspotczynnik Wspotczynnik Wspotczynnik
Obieey | SmISTANA | gy | Smieienofd | spirgy | Smiienote | e
inkubacji inkubacji inkubacji
G+P 100 0 57 1,04 30 5,63
G+P+D1% 100 0 40 1,86 33 1,46
G+P+D2% 100 0 17 3,96 10 4,38
G+P+D3% 100 0 23 1,04 30 2,70

Po pierwszych 7 dniach we wszystkich obiektach badawczych odno-
towano 100% $miertelno$¢ dzdzownic. W celu oceny, czy czas wptynie na
zmniejszenie $miertelnos$ci dzdzownic, w obiektach badawczych kolejny raz
umieszczono po 10 dorostych osobnikéw. Obserwacje i analiza liczebnosci
populacji organizméw testowych po 14 dniach bioremediacji, dowiodta, Ze
warunki bytowe dzdzownic Eisenia fetida nadal byty niesprzyjajace rozwo-
jowi. Test toksycznosci ostrej wykazat w obiektach badawczych 1 - 4 Smier-
telno$¢ na poziomie odpowiednio: 57, 40, 17, 23%. Natomiast po uptywie 21
dni remediacji odnotowano znaczne zmniejszenie sie $miertelnosSci dzdzow-
nic i w kolejnych obiektach wynosita ona odpowiednio: 30, 33, 10, 30%.

Podsumowanie

Substancje ropopochodne s3 szczegdlnie niebezpieczne dla organizmow
bezkregowych, gdyz przez bezposredni kontakt wnikajg do ich jam i przewo-
dow. Weglowodory wchodzace w sktad zwigzkéw naftowych odktadajg sie
w tkance ttuszczowej, skad przenikajg do krwi gdzie wytracaja sie w posta-
ci kropli, uszkadzajac narzady [Schaefer 2001]. Zastosowanie dzdZownic do
oceny ekotoksyczno$ci charakteryzuje sie wieloma zaletami. Jest to konse-
kwencja roli, jaka petnia te bezkregowce w Srodowisku glebowym [Traczew-
ska 2011].

W pracy przedstawiono niekorzystny wplyw benzyny na dzdzownice
z gatunku Eisenia fetida. Toksyczne wtasciwosci weglowodoréw zwigzane sg
z ich zdolnoScia to tworzenia wigzan z niepolarnymi sktadnikami bton bio-
logicznych, co moze przyczynia¢ sie do ich dezintegracji. Zanieczyszczenia
znajdujace sie w obiektach badawczych mogty na rézny sposéb wptywac na
organizmy testowe. Mogty przez tworzenie powtoki oblepiajgcej dzdzownice
uniemozliwia¢ im oddychanie, w wyniku czego zwierzeta te dusity sie. Praw-
dopodobne jest rdwniez to, ze bezposredni kontakt dzdZownic z niektory-
mi zanieczyszczeniami mial wptyw na duza toksycznos$¢ [Matachowska i in.
2012].

Proces bioremediacji przyczynit sie do znacznego ograniczenia toksycz-
nosci prob glebowych, test z wykorzystaniem dzdzownic Eisenia fetida byty
czutym wskaznikiem tych zmian. Tak, wiec istnieje duza szansa i mozliwos$¢
wprowadzenia biotestow opartych na reakcji dzdzownic w ocenie efektow-
nosci bioremediacji.
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