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Badania fitoremediacji gleby zanieczyszczonej weglowodorami
ropopochodnymi z zastosowaniem Glechoma hederacea

Phytoremediation studies of soil contaminated with petroleum hydrocarbons
using Glechoma hederacea

Katarzyna Wojtowicz, Piotr Jakubowicz
Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy

STRESZCZENIE: W artykule przedstawiono zagadnienia zwigzane z fitoremediacja gleb zanieczyszczonych weglowodorami ro-
popochodnymi za pomocg Glechoma hederacea (bluszczyk kurdybanek) jako fitoremedianta. Materiat badawczy stanowita gleba
pobrana z terenu dotu urobkowego charakteryzujaca si¢ podwyzszonym stezeniem TPH (catkowita zawarto$¢ weglowodorow) —
3789,12 mg/kg s.m. oraz WWA (wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne) — 7,53 mg/kg s.m. Badania fitoremediacji prowadzono
w trzech uktadach: uktad 1 — gleba wyjsciowa GW + Glechoma hederacea, uktad 2 — gleba wyjsciowa GW + Glechoma hederacea +
+ bioaugmentacja biopreparatem (specjalistyczne konsorcjum mikrobiologiczne), uktad 3 — gleba wyjsciowa GW + Glechoma hederacea +
+ bioaugmentacja biopreparatem z dodatkiem y-PGA (kwas y-poliglutaminowy) przez sze$¢ miesiecy w warunkach atmosferycznych.
Dodatkowo zbadano skutecznos¢ samooczyszczania gleby. Oceny efektywnosci stosowanych zabiegow fitoremediacyjnych dokonano
na podstawie analiz chromatograficznych oraz toksykologicznych. Rezultaty badawcze wykazaty, ze zastosowanie metod kombinowa-
nych (fitoremediacja wspomagana bioaugmentacja — uktady 2 i 3) pozwalato na zwigkszenie skutecznosci procesu oczyszczania gleb
zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi. Przeprowadzone analizy chromatograficzne wykazaty, ze stopien biodegradacji
TPH po zakonczeniu testu w uktadzie 1 wynosit 35,52%, natomiast WWA — 27,66%. Wspomaganie procesu fitoremediacji z wyko-
rzystaniem Glechoma hederacea inokulacja biopreparatem (uktad 2) wptyngto na wzrost efektywnosci biodegradacji TPH (65,48%)
1 WWA (62,93%). Ponadto inokulacja gleby biopreparatem z dodatkiem y-PGA (uktad 3) spowodowata obnizenie zawarto$ci TPH w ba-
danej glebie o 74,90% oraz WWA o 73,85%. Skutecznos¢ zabiegow fitoremediacji z zastosowaniem Glechoma hederacea uzupetniono
o monitoring toksykologiczny z uzyciem trzech testow toksykologicznych: Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit F™ oraz Microtox*STP.

Stowa kluczowe: biopreparat, fitoremediacja, Glechoma hederacea, weglowodory ropopochodne, y-PGA.

ABSTRACT: The article presents issues related to the phytoremediation of soils contaminated with petroleum hydrocarbons using
Glechoma hederacea as a phytoremediation plant. The research material consisted of soil taken from a drill waste pit, characterized
by an elevated TPH (total hydrocarbon content) concentration of 3789.12 mg/kg d. m. and PAHs (polycyclic aromatic hydrocarbons)
7.53 mg/kg d.m. Phytoremediation studies were carried out in three research systems: system 1 — initial soil GW + Glechoma hedera-
cea, system 2 — initial soil GW + Glechoma hederacea + bioaugmentation with a biopreparation (a specialized microbial consortium),
system 3 — initial soil GW + Glechoma hederacea + biopreparation with the addition of y-PGA (y-polyglutamic acid) for six months
under atmospheric conditions. Additionally, the effectiveness of soil self-cleaning was tested. The effectiveness of the phytoremedia-
tion treatments used was assessed based on chromatographic and toxicological analyses. The research results proved that the use of
combined methods (phytoremediation supported by bioaugmentation — systems 2 and 3) allows to increase the effectiveness of the
treatment process of soils contaminated with petroleum hydrocarbons. The chromatographic analyses performed showed that the de-
gree of biodegradation of TPH after the test in system 1 was 35.52%, and that of PAHs was 27.66%. Supporting the phytoremediation
process using Glechoma hederacea and inoculation with a biopreparation (system 2) increased the efficiency of biodegradation of
TPH (65.48%) and PAHs (62.93%). Moreover, inoculation of soil with a biopreparation with addition of y-PGA (system 3) resulted in
reduction of TPH content in the tested soil by 74.90% and PAH content by 73.85%. The effectiveness of the applied phytoremediation
treatments using Glechoma hederacea was supplemented with toxicological monitoring using three toxicological tests: Phytotoxkit™,
Ostracodtoxkit F™ and Microtox*STP.
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Wprowadzenie

Trwate zanieczyszczenia organiczne, do ktorych zaliczane
sg substancje ropopochodne, charakteryzujg si¢ duza toksyczno-
Scig 1 zdolnoscig do bioakumulacji (Gatazka i Gatazka, 2015).
Obecnie wydobycie ropy naftowej stanowi gléwna przyczyne
probleméw zwigzanych z zanieczyszczeniem gleb weglowo-
dorami ropopochodnymi. Ponadto brak recyklingu olejoéw od-
padowych i sktadowanie niebezpiecznych odpadow olejowych
na sktadowiskach bez odpowiedniego zarzadzania w latach 70.
XX w. wptynety na powstanie tzw. skazen historycznych
(doty urobkowe), ktore szczegolnie trudno ulegaja procesowi
oczyszczania (Kluk i Steliga, 2017; Koshlaf i Ball, 2017).
Fitoremediacja, jako ekologiczna technologia remediacji gleby,
nalezy obecnie do najbardziej obiecujacych metod oczyszczania
terenow skazonych weglowodorami ropopochodnymi (Cheng
et al., 2017). Ponadto w ostatnich latach obserwuje si¢ inten-
sywny rozwdj tzw. metod kombinowanych, wykorzystujacych
technike fitoremediacji w polaczeniu z bioaugmentacja spe-
cjalistycznym konsorcjum mikrobiologicznym lub roztworami
biosurfaktantow. W procesie bioaugmentacji powinno stosowac
si¢ biopreparaty opracowane na bazie wyselekcjonowanych
mikroorganizmow autochtonicznych, co pozwala na uniknigcie
antagonistycznych oddziatywan mikrobioty autochtonicznej
gleby na obce kultury drobnoustrojéw (Mrozik i Piotrowska-
Seget, 2010; Varjani, 2017).

Fitoremediacja jest w duzym stopniu uzalezniona od do-
boru ros$lin wykorzystanych w procesie oczyszczania (Lin
et al., 2022). Powinny si¢ one charakteryzowac tolerancja na
wysokie stezenia ksenobiotykow, wysokim stopniem biode-
gradacji zanieczyszczen, zdolno$cia do akumulacji kilku za-
nieczyszczen jednoczesnie, duzg produkcjg biomasy, szybkim
wzrostem, a takze odpornoscia na choroby, szkodniki i trudne
warunki srodowiskowe (Barathi i Vasudevan, 2001; Kubinska,
2020; Wojtowicz i Steliga, 2023). Zazwyczaj w procesie fi-
toremediacji gleb skazonych substancjami ropopochodnymi
wykorzystywane sg rosliny z grupy naftofitow, ktore wykazuja
ewolucyjnie nabyta zdolno$¢ do wzrostu na terenach zanie-
czyszczonych substancjami ropopochodnymi. Warto jednak
mie¢ na uwadze, ze efektywne pobieranie zanieczyszczen
organicznych przez rosliny jest ograniczone ze wzgledu na
ich fotoautotroficzny metabolizm i brak mozliwos$ci wykorzy-
stania czasteczek organicznych jako zrodta energii lub wegla
(Ptaszek et al., 2020). Dlatego w celu uzyskania wigkszej efek-
tywnosci procesu fitoremediacji gruntow zanieczyszczonych
weglowodorami ropopochodnymi stosuje si¢ fitoremediacje
wspomagang bioaugmentacja.

Bioaugmentacja polega na inokulacji gleby biopreparatami
opracowanymi na bazie mikroorganizmoéow zdolnych do roz-
ktadu weglowodoréw ropopochodnych lub przeksztatcenia
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ich w prostsze zwigzki, charakteryzujace si¢ nizsza toksycz-
noscia i lepsza przyswajalnoscig przez rosliny. Potaczenie
fitoremediacji i inokulacji gleby pozwala na powstanie sy-
nergistycznych oddziatywan w ukladzie ro§lina—mikrobiota
glebowa, wptywajacych na poprawe efektywnosci oczyszczania
terendow skazonych ropg naftowa (Simmer i Schnoor, 2022).
Zastosowanie bioaugmentacji umozliwia zwigkszenie gegstoSci
populacji drobnoustrojow w warstwie ryzosfery, co pozwala
na zwigkszenie powierzchni korzeni roslin, umozliwiajgc im
lepszy kontakt z matryca glebowa i pozyskanie wigkszej iloSci
sktadnikow odzywczych niezbednych do wzrostu (Shehzadi
et al., 2014; Sui et al., 2021). Wnikanie korzeni w glgbsze
warstwy ryzosfery powoduje rozpulchnienie gleby, czego
konsekwencja jest poprawa wentylacji oraz przepuszczalno$ci
badanego gruntu, a takze zwickszenie interakcji pomiedzy mi-
kroorganizmami a zanieczyszczeniem. Z drugiej strony ro$liny
wspomagajg biodegradacje¢, gdyz korzenie roslin wydzielajg
zwiazki organiczne takie jak kwasy organiczne, cukry, amino-
kwasy itp., ktore stanowia zrodto wegla i energii do wzrostu
bakterii i grzybow ryzosferowych (Weyens et al., 2009; Afzal
et al., 2012). Oprdcz bioaugmentacji samym biopreparatem
mozna rowniez w celu zintensyfikowania procesu fitoreme-
diacji stosowa¢ dodatki do inokulatéw takie jak biowegiel
czy biosurfaktanty, np. y-PGA (Ptaszek et al., 2020), ktore
odpowiadajg za poprawe biodostgpnosci zanieczyszczen.

Materiat badawczy

Badania fitoremediacji prowadzono na specjalnie skonstru-
owanym stanowisku badawczym, gdzie zgromadzono glebg
zanieczyszczong weglowodorami ropopochodnymi z grup
TPH (3789,12 mg/kg s.m.) i WWA (7,53 mg/kg s.m.), pobrang
z terenu dotu urobkowego. Przed rozpoczgciem badan fitore-
mediacji w laboratorium przeprowadzono suplementacje gleby
nawozem mineralnym Azofoska oraz wapnem nawozowym
w celu osiggnigcia optymalnych warunkéw do rozwoju mi-
kroorganizméw (stosunek substancji biogennych C : N : P =
=100:10: 1, pHgleby = 7,5) (Nwankwegu et al., 2016; Wu
etal., 2017; Steliga et al., 2020). Analogicznie do fitoremediacji
przeprowadzono samooczyszczanie gleby.

Fiteremediantami wykorzystanymi w procesie oczyszcza-
nia gleby zanieczyszczonej weglowodorami ropopochodnymi
byly sadzonki Glechoma hederacea (bluszczyk kurdybanek)
o wielkosci okoto 5 cm, ktore pobrano w marcu 2023 r. z terenu
naturalnego wycieku ropy naftowej. Zastosowanie ro$liny na-
turalnie wystepujacej na terenie skazonym ropg naftows, ktora
Tatwo ulega ukorzenianiu (poprzez roztogi) oraz rozrostowi,
pozwolito na szybka adaptacje stosowanych fitoremediantow
do warunkéw prowadzenia procesu oczyszczania.

353



NAFTA-GAZ

Badania fitoremediacji wspomaganej bioaugmentacja pro-
wadzono z wykorzystaniem biopreparatu opracowanego na
bazie szczepow bakterii Dietzia sp. IN118, Gordonia sp. IN101,
Mycolicibacterium frederiksbergense IN53, Rhodococcus
erythropolis IN119, Rhodococcus glopberulus IN113 oraz
Raoultella sp. IN109, jak roéwniez grzybow Aspergillus sy-
dowii, Aspergillus versicolor, Candida sp., Cladosporium
halotolerans, Penicillium chrysogenum. Wszystkie szczepy
mikroorganizmdéw obecne w biopreparacie zostaty wyizolo-
wane z gleby (lub dotu urobkowego) skazonej substancjami
ropopochodnymi. Biopreparat zostat opracowany w Zaktadzie
Mikrobiologii INiG — PIB (Wojtowicz et al., 2023a, 2023b).
Jako dodatek do biopreparatu wykorzystano naturalny bio-
surfaktant y-PGA (kwas y-poliglutaminowy) produkowany
przez szczepy bakterii Bacillus licheniformis. y-PGA zaku-
piono w postaci dostepnego na rynku preparatu Ambiogel®
zawierajacego 10% czystego kwasu y-poliglutaminowego
(Wojtowicz et al., 2022b).

Metodyka badawcza

Badania fitoremediacji gleby zanieczyszczonej weglowo-
dorami ropopochodnymi prowadzono na stanowisku badaw-
czym utworzonym na terenie ogrodu krosnienskiego oddziatu
Instytutu Nafty i Gazu — Panstwowego Instytutu Badawczego
(rysunek 1). W tym celu wykopano dot o glebokosci 30 cm,
w ktérym umieszczono drewniang skrzyni¢ (bez dna) o wymia-
rach 80 x 150 x 30 cm. Na dnie skrzyni roztozono agrowtokni-
ne, po cZym umieszczono w niej wstgpnie przygotowang glebe
przeznaczong do badan fitoremediacji (gleba wyjsciowa, GW).
Stanowisko badawcze podzielono na sektory, w ktorych posa-
dzono po osiem sadzonek bluszczyku kurdybanka (Glechoma
hederacea), pobranych z terenu wycieku ropy naftowej. Glebe

wyj$ciowq zwilzono woda, a nastgpnie w zaleznosci od uktadu

badawczego przeprowadzono inokulacje biopreparatem lub

biopreparatem z dodatkiem y-PGA:

» ukfad 1 — gleba GW-1 (gleba GW + bluszczyk kurdybanek);

» uktad 2 — gleba GW-2 (gleba GW + biopreparat + bluszczyk
kurdybanek);

» uktad 3 — gleba GW-3 (gleba GW + biopreparat z dodatkiem
v-PGA + bluszczyk kurdybanek).

Réwnoczesnie prowadzono samooczyszczanie gleby GW
w warunkach analogicznych do fitoremediacji (gleba GW-4 —
probka kontrolna). Badania fitoremediacji oraz biodegradacji
samoistnej trwaly 6 miesiecy w rzeczywistych warunkach
atmosferycznych, w okresie od kwietnia do wrzesnia 2023 r.

Po zakonczeniu oczyszczania przeprowadzono analizy
chromatograficzne probek glebowych pod katem oznaczenia
stezen TPH (sumarycznej zawarto$ci zanieczyszczen ropo-
pochodnych) i WWA (wielopier$cieniowych weglowodorow
aromatycznych) oraz okreslono stopien zanieczyszczenia gleby
na podstawie analiz toksykologicznych.

Analizy pod katem oznaczenia TPH i WWA w glebie prze-
prowadzono zgodnie z procedurami opracowanymi w Zaktadzie
Technologii Eksploatacji Ptynéw Ztozowych INiG — PIB
(PB-18/KE z dnia 14.01.2015 r. i Procedura nr 2/KE/21 z dnia
15.11.2021 r.). Analizy chromatograficzne TPH wykonano
z wykorzystaniem chromatografu gazowego Clarus 500 firmy
PerkinElmer wyposazonego w detektor ptomieniowo-joni-
zacyjny (FID). Ilo§ciowe oznaczenie sumarycznej zawarto-
$ci zanieczyszczen ropopochodnych (TPH) przeprowadzono
z wykorzystaniem certyfikowanego wzorca BAM K010 firmy
Tusnovics Instruments, natomiast oznaczenie poszczegdlnych
n-alkanow wchodzacych w sktad zanieczyszczen ropopochod-
nych — z wykorzystaniem certyfikowanych wzorcow firm
Supelco i Restek (mieszanina wzorcowa nr D2807 weglowodo-
réw parafinowych: n-C6—n-C44 oraz certyfikowana mieszanina

Rysunek 1. Stanowisko badawcze do prowadzenia badan fitoremediacji

Figure 1. Research stand for phytoremediation research
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wzorcowa nr A029668: Fuel Oil Degradation Mix n-C17,
pristan, n-C18, fitan) (Steliga et al., 2020). Analizy chromato-
graficzne WWA wykonywano za pomoca wysokosprawnego
chromatografu cieczowego serii Vanquish Core firmy Thermo
Fisher Scientific wyposazonego w detektory: UV-VIS i flu-
orymetryczny (FLD). [lo§ciowe oznaczenie poszczegdlnych
WWA wchodzacych w sktad zanieczyszczen ropopochodnych
wykonano z uzyciem certyfikowanych roztworow PAH-Mix
nr ref. 722393 firmy Macherey-Nagel oraz CRM47940 firmy
Supelco (Wojtowicz, 2022).

Analize toksykologiczng gleby wyjsciowej oraz gleb podda-
nych procesowi fitoremediacji w trzech wariantach prowadze-
nia procesu wykonano za pomocg testow toksykologicznych:
Phytotoxkit™, Ostracodtoxkit F™ oraz Microtox“STP zgodnie
z procedurami producentow.

Omoéwienie wynikow

Ocena efektywnosci fitoremediacji gleby
na podstawie analiz chromatograficznych TPH i WWA
Wyniki analiz chromatograficznych przeprowadzonych
dla probki gleby wyjsciowej oraz probek gleb pobranych
po zakonczeniu eksperymentu z uktadow 1-3 wykazaly, ze
efektywno$¢ fitoremediacji z wykorzystaniem Glechoma he-
deracea byta znacznie wieksza w uktadach, w ktorych za-
stosowano inokulacje biopreparatem oraz bioaugmentacje
z dodatkiem y-PGA. W wyniku sze$ciomiesi¢cznego procesu
oczyszczania gleby skazonej weglowodorami ropopochodnymi
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w ukladzie 1 uzyskano nieznaczne obnizenie st¢zenia TPH
(35,52%) oraz WWA (27,66%). Zastosowanie metod kombi-
nowanych, tj. fitoremediacji wspomaganej bioaugmentacja,
wptyneto na zwigkszenie stopni biodegradacji TPH 1 WWA,
ktore po zakonczeniu eksperymentu wynosity odpowiednio
65,48% 162,93% (uktad 2) oraz 74,90% i 73,85% (uktad 3).
Biodegradacja samoistna pozwolita na obnizenie st¢zenia TPH
0 11,51% i WWA 0 9,21%. Zestawienie stgzen TPH 1 WWA
w glebie wyjSciowej GW oraz probkach gleby po zakonczeniu
procesu oczyszczania na drodze fitoremediacji oraz biodegra-
dacji samoistnej przedstawiono na rysunku 2.

Efektywnos¢ procesu bioremediacji gleb skazonych we-
glowodorami ropopochodnymi zalezy od wielu czynnikow.
Jednym z nich jest symetria i wielkos¢ czasteczki zanieczysz-
czenia. Generalnie wraz ze wzrostem dhugosci tancucha we-
glowego (weglowodory alifatyczne) lub liczby pierscieni
aromatycznych w czasteczce (WWA) maleje szybkos¢ ich
biodegradacji. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku
n-alkanow najtatwiej biodegradowalne sg zazwyczaj weglo-
wodory o dlugosci fancucha weglowego od C9 do C21, gdyz
krotkotancuchowe produkty ropopochodne mogg by¢ toksyczne
dla mikroorganizméw bakteryjnych obecnych w glebie lub
wprowadzonych do gleby na drodze bioaugmentacji (Wojtowicz
et al., 2022a; Guirado et al., 2023). Przeprowadzone analizy
chromatograficzne po zakonczeniu fitoremediacji potwier-
dzity, ze spos$rdd weglowodordow alifatycznych najtatwiej
rozktadowi ulegaly weglowodory z zakresu n-C9—n-C21,
ktérych stopnie biodegradacji miescity si¢ w przedziatach:
38,57-49,83% (uktad 1), 71,42-92,27% (uktad 2) oraz
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Rysunek 2. Poréwnanie zmian zawarto$ci: a) TPH i b) WWA w glebie wyjsciowej GW, glebach poddanych procesowi fitoremediacji
z wykorzystaniem Glechoma hederacea jako fitoremedianta oraz glebie po samooczyszczaniu

Figure 2. Comparison of changes in the content of a) TPH and b) PAHs in the initial GW soil, soils subjected to the phytoremediation
process using Glechoma hederacea as a phytoremediation plant and and soil after self-attenuation
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87,42-97,35% (uktad 3). Stezenie weglowodorow n-C9-—n-C21
w glebie poddanej samooczyszczaniu spadto o 15,03-24,76%.
Skuteczno$¢ usuwania z gleby weglowodorow lekkich byta
poréwnywalna i wynosita: 41,79-48,01% w glebie GW-1,
83,58-88,90% w glebie GW-2, 91,28-97,35% w glebie GW-3
oraz 17,95-20,65% w glebie GW-4. Oznaczone wartoS$ci stop-
ni biodegradacji wegglowodoréw alifatycznych o dlugosci
tancucha weglowego C22 do C30 wynosily: w uktadzie 1 —
29,67-35,05%, w uktadzie 2 — 59,34-70,05% i w ukladzie 3
64,64-79,86%, natomiast w glebie po biodegradacji samoistne;j
6,88—13,07%. Zdecydowanie najgorzej biodegradacji ulega-
ly weglowodory ciezkie zawierajace w czgsteczce powyzej
30 atomoéw wegla. Skuteczno$é biodegradacji weglowodorow
n-C31-n-C36 w uktadach 1, 2 i 3 oraz glebie po samooczysz-
czaniu wynosila odpowiednio: 16,88-24,40%, 37,10-53,63%,
45,30-59,14% i 4,36-5,40%. Porobwnanie stezen n-alkanow
w glebie wyjsciowej oraz glebach po zakonczeniu ekspery-

3-pierscieniowych i 4-pierscieniowych WWA rowniez byta
zadowalajaca i wynosita odpowiednio: 25,97-28,10% 1 15,30-
18,43% (gleba GW-1), 60,91-66,09% 1 39,76-47,39% (gleba
GW-2), 69,43-72,35% 1 45,32-55,02% (gleba GW-3) oraz
6,27-8,69% 12,39-6,42% (gleba GW-4). Skutecznos$¢ usuwania
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych zawiera-
jacych w czasteczce powyzej czterech piercieni aromatycznych
byta zdecydowanie gorsza: dla uktadu 1 wynosita od 7,12% do
10,80%, dla uktadu 2 — od 27,13% do 33,66% oraz dla ukla-
du 3 — od 30,92% do 36,37%. Po zakonczeniu biodegradacji
samoistnej spadek stezenia S-pierscieniowych i 6-pier§cienio-
wych WWA wynosit od 1,56% do 2,09%. Porownanie stezen
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w glebie
wyjsciowej, glebach poddanych procesowi fitoremediacji oraz
glebie po biodegradacji samoistnej zamieszczono na rysunku 4.

Przeprowadzone analizy chromatograficzne dostarczyty
informacji na temat skutecznosci stosowanych zabiegow fitore-

mentu zamieszczono na rysunku 3. mediacji z wykorzystaniem Glechoma hederacea. Zastosowanie
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Rysunek 3. Poréwnanie zmian zawarto$ci n-alkanow w glebie wyjsciowej, po zakonczeniu fitoremediacji i po samooczyszczaniu

Figure 3. Comparison of changes in n-alkane content in the initial soil and after phytoremediation and after self-attenuation

Podobnie przebiegata biodegradacja WWA, mianowicie
wraz ze wzrostem ich masy czasteczkowej (liczby pier§cieni
aromatycznych w czasteczce) malata wydajnos¢ biodegra-
dacji wielopier§cieniowych weglowodoréw aromatycznych.
Oznaczone stopnie redukcji naftalenu w badanych uktadach
wynosity: 34,93% (uktad 1), 75,43% (uktad 2), 89,99%
(uktad 3) oraz 13,50% (samooczyszczanie). Biodegradacja
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fitoremediacji wspomaganej bioaugmentacja (uktady 2 i 3)
pozwolito na zwigkszenie stopni redukcji TPH 1 WWA w gle-
bie, a tym samym na popraw¢ efektywnosci oczyszczania.
Wyniki analiz chromatograficznych przeprowadzonych na
probkach gleb pobranych po zakonczeniu eksperymentu wy-
kazaty najnizsze stezenia wszystkich grup weglowodoréw
w uktadzie 3, w ktoérym zastosowano fitoremediacj¢ za pomoca
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Rysunek 4. Pordwnanie zmian zawartosci WWA w glebie wyjsciowej i po zakonczeniu fitoremediacji

Figure 4. Comparison of changes in the content of n-alkanes in the initial soil and after phytoremediation and self-attenuation

Glechoma hederacea wspomagang inokulacjg biopreparatem
z dodatkiem y-PGA. Fitoremediacja z bioaugmentacja samym
biopreparatem (uktad 2) réwniez pozwolita na znaczng reduk-
cje weglowodorow ropopochodnych w glebie. Zdecydowanie
nizsze wartosci stopni biodegradacji weglowodoréw ropo-
pochodnych otrzymano w uktadzie nieinokulowanym, czyli
uktadzie, w ktorym zastosowano tylko fitoremediacje, oraz
w glebie poddanej samooczyszczaniu. Wyniki analiz chro-
matograficznych potwierdzity zasadno$¢ stosowania metod
kombinowanych w trakcie oczyszczania gleb skazonych we-
glowodorami ropopochodnymi. Zestawienie st¢zen ozna-
czonych grup weglowodorow w probkach gleby wyjsciowej
oraz po zakonczeniu fitoremediacji i biodegradacji samoistne;j
zamieszczono w tabeli 1.

Ocena efektywnosci fitoremediacji gleby
zanieczgyszczonej substancjami ropopochodnymi
na podstawie analiz toksykologicznych

Badania fitotoksyczno$ci przeprowadzone na probkach
gleby wyjsciowej oraz glebach po zakonczeniu fitoremediacji
z zastosowaniem Glechoma hederacea (gleby GW-1, GW-2,
GW-3) z wykorzystaniem standardowego testu Phytotoxkit™
wykazaty poprawg jakosci gleby po zakonczeniu eksperymentu.
Liczba wykietkowanych nasion dla probki wyjsciowej wynosi-
ta: dla Lepidium sativum — 80% oraz dla Sinapis alba i Sorghum
saccharatum — 90%. Drugi testowany parametr, jakim byto
zahamowanie wzrostu korzeni bioindykatorow, ksztaltowat
si¢ na poziomie: 13,97% dla rzezuchy, 11,93% dla gorczycy
oraz 10,20% dla sorgo. Fitoremediacja z wykorzystaniem

Tabela 1. Zawarto$¢ wybranych grup weglowodorow alifatycznych i WWA w badanych glebach

Table 1. Content of selected groups of aliphatic hydrocarbons and PAHs in the tested soils

Parametr Gleba wyjsciowa GW Gleba GW-1 Gleba GW-2 Gleba GW-3 Gleba GW-4
TPH 3789,12 2443,06 1308,02 950,97 3352,89
¥n-C6-n-C8 24,44 13,33 3,12 1,19 19,58
Yn-C9-n-C21 990,61 543,32 162,29 74,30 813,60
Yn-C22-n-C30 695,69 472,43 249,18 184,54 80,58
Yn-C31-n-C36 197,34 155,17 104,66 90,28 631,60
Izoprenoidy 83,77 74,58 50,17 60,79 187,82
nie\;‘i’gi‘zxfgzne 1797,27 1184,22 725,82 539,87 1619,71
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cd. Tabela 1/cont. Table 1

Parametr Gleba wyjsciowa GW Gleba GW-1 Gleba GW-2 Gleba GW-3 Gleba GW-4
>WWA 7,53 5,45 2,79 1,97 9,21
> 2-pier§cieniowe WWA 3,82 2,49 0,94 0,38 3,30
> 3-pierScieniowe WWA 1,61 1,17 0,59 0,46 1,50
> 4-pierScieniowe WWA 1,48 1,23 0,84 0,72 1,42
> 5-pier§cieniowe WWA 0,47 0,42 0,31 0,30 0,46
> 6-pierscieniowe WWA 0,16 0,14 0,11 0,11 0,15

Glechoma hederacea wptyngta na spadek zahamowania wzrostu
Sorghum saccharatum, Lepidium sativum oraz Sinapis alba
w glebie GW-1 do warto$ci: 9,40% (sorgo), 12,94% (rzezu-
cha) i 10,36% (gorczyca), natomiast ich stopnie skietkowania
nie ulegly zmianie. Zastosowanie metod kombinowanych,
tj. fitoremediacji wspomaganej inokulacja biopreparatem lub
biopreparatem z dodatkiem y-PGA, pozwolito na zwigkszenie
stopnia skietkowania roslin testowych w glebach GW-2 1 GW-3
do 100%. Stopnie zahamowania wzrostu bioindykatorow
w glebach GW-2 1 GW-3 wynosity odpowiednio 8,00% i 6,40%
(Sorghum saccharatum), 10,15% 1 8,38% (Lepidium sativum)
oraz 8,31% i 7,23% (Sinapis alba). Dla por6wnania w glebie
poddanej procesowi samooczyszczania zahamowanie wzrostu
korzeni Sorghum saccharatum, Lepidium sativum oraz Sinapis
alba wynosito odpowiednio: 9,80%, 13,53%1 11,57%. Na ry-
sunku 5 zamieszczono porownanie $rednich dtugosci korzeni
Sorghum saccharatum, Lepidium sativum oraz Sinapis alba
w probee gleby kontrolnej, wyj$ciowej oraz probkach gleby
po zakonczeniu oczyszczania w badanych uktadach.

jako bioindykatoréw oceng toksycznosci badanych probek
glebowych oparto na warto$ciach sredniej $miertelnosci oraz
zahamowania wzrostu malzoraczkow. Srednia $miertelnosé
Heterocypris incongruens w glebie wyjSciowej oraz glebach
GW-1 1 GW-4 wynosita 13,33%. Zastosowanie fitoremedia-
cji wspomaganej bioaugmentacjg biopreparatem pozwolito
na podwyzszenie efektu przezyciowego matzoraczkéw do
11,67%. Srednia $miertelno$¢ stosowanych bioindykatorow
w glebie oczyszczanej metoda fitoremediacji wspomagane;j
inokulacja biopreparatem z dodatkiem y-PGA ksztattowala si¢
na poziomie 10,00%. Drugi testowany parametr, czyli srednia
hamowania wzrostu matzoraczkow, wykazat poprawe jakosci
gleby w kazdym z testowanych wariantow fitoremediacji, cze-
go potwierdzeniem jest spadek jego wartosci z 7,21% (gleba
wyjsciowa) do: 5,84% (gleba GW-1), 3,53% (gleba GW-2)
12,98% (gleba GW-3). W glebie poddanej samooczyszczaniu
$rednia hamowania wzrostu Heterocypris incongruens wynosita
6,98%. Wyniki testu Ostracodtoxkit F™ przeprowadzonego
na probkach gleby wyjsciowej, glebie po biodegradacji spon-

tanicznej oraz po zakonczeniu fitore-
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mediacji z wykorzystaniem Glechoma

@ gleba kontrolna hederacea zamieszczono na rysunku 6.
0 gleba wyjsciowa GW Nastepnym testem toksykologicz-
0 gleba GW-1 nym, ktéry zastosowano w celu oce-
O gleba GW-2 . ;- .

ny jakosci gleby przed procesem i po
O gleba GW-3 , . ...

zakonficzeniu procesu fitoremediacji
O gleba GW-4

gleby zanieczyszczonej TPH 1 WWA,
byt test Microtox*SPT. Wynikiem tego
testu jest stopien toksycznosci (TU),
ktéry w glebie wyjsciowej (GW) wy-
nosit 3,9. Zastosowanie fitoremediacji

Rysunek 5. Zestawienie $redniej dtugosci korzeni bioindykatorow stosowanych w tescie

Phytotoxkit™ uzyskanych w badanych probkach gleby

Figure 5. Summary of the average root length of the bioindicators used in the Phytotoxki

test obtained in the tested soil samples

Kolejnym testem, jaki przeprowadzono w celu zbadania
skutecznos$ci stosowanych zabiegdéw fitoremediacyjnych w ba-
danych uktadach, byt test Ostracodtoxkit F™. W tescie toksycz-
nosci chronicznej z zastosowaniem Heterocypris incongruens
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za pomocg Glechoma hederacea spo-
wodowato nieznaczng poprawe jako-
$ci gleby, czego potwierdzeniem jest
spadek wartosci TU w glebie GW-1
do 2,9. Wykorzystanie fitoremedia-
cji wspomaganej bioaugmentacjg biopreparatem wptyneto
na obnizenie warto$ci wspotczynnika toksycznosci gleby

tTM

do poziomu 1,4. Szesciomiesigczny proces fitoremediacji
wspomaganej inokulacjg biopreparatem z dodatkiem y-PGA
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3. Zastosowanie w procesie fitoreme-

I gleba wyjéciowa GW diacji ros$lin przystosowanych do

O gleba GW-1 wzrostu na obszarach skazonych
I gleba GW-2 ropa naftowa (bluszczyk kurdy-
O gleba GW-3 banek) w potaczeniu z inokulacjg
O gleba GW-4 gleby biopreparatem lub bioprepa-

ratem z dodatkiem y-PGA pozwala
na znaczne zwigkszenie efektyw-
nosci biodegradacji TPH i WWA
w glebie. W uktadzie 2 po szesciu

Rysunek 6. Wyniki testu Ostracodtoxkit FT™ wykonanego na probkach gleby wyjsciowe;j,
glebie po biodegradacji samoistnej oraz fitoremediacji z wykorzystaniem Glechoma

hederacea jako fitoremedianta w uktadach 1-3

Figure 6. Results of Ostracodtoxikit F™ test performed on initial soil samples, soil after
spontaneous biodegradation and phytoremediation using Glechoma hederacea as a phytore-

mediation plant in systems 1-3

pozwolil na spadek wartosci wspotczynnika TU w glebie GW-3
do 1,00. Biodegradacja samoistna spowodowata natomiast
spadek wspolczynnika toksycznos$ci TU do 3,7. Zestawienie
zmian warto$ci wspolczynnika TU w zaleznosci od sposobu
oczyszczania gleby oraz zmian stezenia TPH 1 WWA w glebie
zamieszczono na rysunku 7.
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Rysunek 7. Zestawienie warto$ci wspotczynnika TU w tescie
Microtox"SPT przeprowadzonym na probkach gleby wyjsciowej
i po zakonczeniu oczyszczania

Figure 7. Summary of TU coefficient values in the Microtox*SPT
test conducted on baseline and post-treatment soil samples

Podsumowanie

1. Fitoremediacja jest obecnie jedna z najczesciej stosowanych
metod remediacji gruntéw zanieczyszczonych weglowodo-
rami ropopochodnymi. Zastosowanie technik wspomagaja-
cych fitoremediacj¢ (np. poprzez bioaugmentacje) pozwala
na znaczne zwigkszenie efektywnosci procesu oczyszczania
gleb skazonych substancjami ropopochodnymi.

2. Przeprowadzone badania fitoremediacji wykazaty, ze sze-
Sciomiesigczny proces oczyszczania gleby wyjsciowej z wy-
korzystaniem Glechoma hederacea spowodowat obnizenie
stezenia TPH i WWA o odpowiednio 35,52% 1 27,66%.

miesigcach trwania eksperymentu
odnotowano spadek st¢zenia TPH
0 65,48% 1 WWA 0 62,93%, nato-
miast w uktadzie 3 stopnie reduk-
cji TPH i WWA wynosity 74,90%
173,85%.

4. Przeprowadzone badania biode-
gradacji samoistnej wykazaty nieznaczny spadek stezen
TPH i WWA w glebie po zakonczeniu eksperymentu, wy-
noszacy odpowiednio 11,27% 1 9,21%.

5. Wykonane analizy toksykologiczne z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych testow Phytotoxkit™, Ostracodto-
xkit F™ i Microtox“STP potwierdzity skuteczno$¢ prowa-
dzonych zabiegow fitoremediacji oraz korelacje pomiedzy
stezeniem zanieczyszczen ropopochodnych w glebie a jej
jako$cia.

Artykut powstal na podstawie pracy statutowej pt. Wykorzystanie
roslin dziko rosngcych na terenach skazonych ropg naftowq
do fitoremediacji gleb zanieczyszczonych substancjami ropo-
pochodnymi — praca INiG — PIB; nr zlecenia: 0037/KE/2023,
nr archiwalny: DK-4100-20/2023.
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