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1. WSTEP | CEL PRACY

Kluczowym elementemérodowiska przyrodniczego jest gleba. Spetnia ona
szereg istotnych funkcji, z ktéorych w odniesienia dleb uytkowanych rolniczo
najwazniejsza jest funkcja produkcyjna i siedliskowa [IS®799: 2003]. Gleba jest
wiec ukladem stanowcym naturaln&rodowiskozycia dla mikroorganizmow, &tin i
zwierzgt. Organizmy bytujce w glebie ksztattyjwiele jej wiaciwosci fizycznych i
chemicznych, dlategozevysoka ich aktywn& i réznorodna¢ jest warunkiem jak&i
gleby, jej zyzndsci i produktywndci. Pogorszenie jakoi gleby mae nasipi¢c w
wyniku nasilenia proceséw erozyjnych, nieyei@ego sposobuaytkowania gruntow,
mechanicznego niszczenia struktury gleby lub jéneeszenia, a zwlaszcza w wyniku
zanieczyszczenia gleb przez szkodliwe substanognzne [Baran i Turski 1996,
Zawadzki 1999].

W ostatnich latach zaeto zwracé uwag na problem wyspowania w
srodowisku tzw. trwatych zanieczyszezerganicznych, ktoregsstosunkowo odporne
na degradagji mog przez diugi czas pozostasver srodowisku glebowym stwarzgj
zagraenie zaréwno dla cztowieka jak i biocenozy glebovidg) grupy tych zwjzkow
naleza m.in. wielopietcieniowe wglowodory aromatyczne (WWA), ktére mmg
toksycznie oddziatywa na biotyczne elementy ekosystemu glebowegailingg
bezkegowce i mikroorganizmy. Mikroorganizmy glebowegdbce w bezpérednim
kontakcie z glelp uwazane § za najlepsze organizmy wskakowe stanu
zanieczyszczenia ekosystemu glebowego zarowno gidw na swaqj duzg czutgsé
jak i bardzo szybkreakcg na zmiany stansrodowiska [Torstensson 1997, Pankhurst i
in. 1998].

Informacje o toksycznym oddziatywaniu ksenobiotykow $rodowisku
glebowym g niezledne przy ocenie ryzyka zwdanego z zanieczyszczeniem gleby
oraz przy ustalaniu tzw. ,wadoi granicznych”, okréajacych zawartéci substancji
chemicznych w glebach nie powogtych negatywnych skutkéw ekologicznych. Ma to
ogromne znaczenie w przypadku terendw wykorzystyefarrolniczo, gdzie wysoki
poziom zanieczyszcaemaoze powodowa zahamowanie wzrostu dlon uprawnych i
niekorzystne zmiany w ich plonowaniu oraz pogorszejakasci produkowanych

ziemioptoddw.



Cel prac

Celem pracy byla ocena potencjalnej toksyézn®VWA w stosunku do rdin
(w pocatkowej fazie rozwoju) i mikroorganizméw glebowyctakfywnas¢
mikrobiologiczna).

Cele podrzdne obejmowaty:
- wybor najodpowiedniejszej §biny testowej i parametru mikrobiologicznego do
bada toksycznéci WWA w stosunku do biocenozy glebowej,
- ocerg wptywu wigciwosci WWA na ekotoksycznid tych zwizkow,
— ocere zaleznosci pomidzy toksycznécia WWA i whasciwosciami gleb,
— wyznaczenie wskanikow toksycznéci WWA w stosunku do rdin i

mikroorganizmoéw glebowych.



2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. GLEBA JAKO SRODOWISKO ZYCIA ORGANIZMOW

Gleby wytkowane rolniczo stanowiw Polsce okoto 60 % ogodlnej powierzchni
kraju [Baran i Turski 1996, Duer i Fotyma 1999]. @ountéw rolnych zaliczamy
migedzy innymi: wytki rolne, gleby pod zabudowami rolniczymi, stawybne,
torfowiska, oczka wodne. Gleba stanowi podstawowgodnawialny element
srodowiska przyrodniczego, a jegdiz jej gtdwnych funkcji jest funkcja produkcyjna
majca na celu zabezpieczenie potrzglwnosciowych. Z tego wzgidu ogromne
znaczenie ma ochrona zjuistniegcych zasobow glebowych oraz \ddawosci

decydujcych o jakdci i przydatngci rolniczej gleb.

2.1.1. Gleba i jej funkcje

Gleba jest naturalnym tworem wierzchniej warstwyorsiky ziemskiej
powstatym w wyniku oddziatywania na zwietrzelirskaly réznych czynnikow
glebotwdérczych (skata macierzysta, klimat, wodagaoizmy zywe, dziatalné¢
cztowieka) w okrélonych warunkach rzby terenu [Zawadzki 1999]. Jako ukiad
czterofazowy gleba skladag¢sk fazy statej, ptynnej i gazowej oraz z organizmow
zywych (,biota”). Gleba jest wic ztazonym, azywionym tworem przyrody, w ktérym
zachod3z ciaggte procesy rozktadu i syntezy zwmkow mineralnych i organicznych oraz
ich przemieszczanie i akumulacja [Uggla 1979, Zakad999]. Jest ona integralnym
skfadnikiem wszystkich ekosystemowdbwych i niektérych wodnych podlegaym
statej ewoluciji.

Gleba spetnia wrodowisku przyrodniczym szereg funkcji, ktére ogélmazna
podziel¢ na produkcyjne, retencyjne, siedliskowe i kultueojlum 1999, @bicki i
Glinski 1999, Zawadzki 1999, EC Communication 2002] .

Funkcja produkcyjna

Produkcja rolnicza, w tym produkcjaywnosci catkowicie zaley od gleby
[Zawadzki 1999, EC Communication 2002]. skay czerpy z gleby wodg oraz

sktadniki pokarmowe niezidne do produkcji biomasy, jednoémée oddajc tlen do
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atmosfery. Wytworzona materia organicznglinowyzszych stanowi z kolei pokarm dla
ludzi i zwierzt.

Funkcja retencyjna

Dzigki zdolnasci zatrzymywania i magazynowania wody gleba spehuig
regulatora gospodarki wodnej w krajobrazie. Ze wdgl na bogate wkgiwosci
sorpcyjne (fizyczne, chemiczne i biologiczne) spehole naturalnego filtru dla wéd
gruntowych, ktore & gtownym zrédiem wody pitnej. Gleba ma zdokdo
zatrzymywania i transformowania zanieczysaceesubstancji szkodliwych zaréwno
pochodzenia naturalnego jak i tychdhcych wynikiem dziatalngci cztowieka [Blum
1999, Cbicki i Glinski 1999, ISO 15799: 2003]. Jednak pojesénauforowa gleb oraz
ich zdolng¢ do magazynowania zanieczysztzesy ograniczone. Stopniowe
kumulowanie sj zanieczyszczemaze bowiem doprowadzido przekroczenia bariery
odporndci i spowodowé uwolnienie dosrodowiska substancji stanaygiych zrédto
zanieczyszczenia wod iftauchazywieniowego cztowieka.

Funkcja siedliskowa

Gleba stanowi naturalnérodowisko zycia dla r@norodnych organizmow
roslinnych i zwierzcych [Uggla 1979, Kobus 1999, ISO 15799: 2003]. Rday nimi
a wiasciwosciami glebowymi zachodzsciste wzajemne zataosci. W glebie bytu
obok siebie zaréwno mikro- jak i makroorganizmy.
Ponad 85 % ogolnej biomasy organizmoéw glebowychaosté mikroorganizmy, do
ktorych zaliczamy: wirusy, bakterie, promieniowcegrzyby i pierwotniaki.
Przedstawicielami mezofauny glebowej: snicienie, wazonkowce, pigienice i
stawonogi, z& makrofauny m.in. myszy polne, chomiki i krety. ymm podstawowym
sktadnikiem biocenoz wszystkich ekosystema@dolwych g rosliny [Lity nski 1982,
Szember 1997, Torstensson 1997, Zawadzki 1999,i Rdaitk 2000].
Gleba stwarza zamieszkaym jag organizmom okrdone warunki tlenowe, termiczne i
wodne, jest podstawbiordznorodndci srodowiska [Blum 1999, EC Communication
2002].

Funkcja kulturowa

Gleby wykorzystywane agsnie tylko do produkcji rolniczej, ogrodniczej lub
lesnej, ale stanowi réwniez dziedzictwo kulturowe, poniewaskrywap i chrong
ogromnej wartéci bogactwo archeologiczne niezmierniezm@ dla poznania naszej
historii [Blum 1999, Zawadzki 1999, EC Communicati002]. Ponadto gleby
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stanowy baz przestrzeny dla rozwoju infrastruktury technicznej (grunty loudane,
transport, sktadowiska odpaddéw) oramddio surowcdéw naturalnych (piasekwir,
glina, mineraly), energii i wody. Wraz ze skatamw@dami otwartymi w okrdonych
warunkach geomorfologicznych i klimatycznych glelecyduy o charakterze
krajobrazu, w ktérynzyjemy [Debicki i Glinski 1999, Zawadzki 1999].

2.1.2. Gleba jako siedlisko dla organizmow glebolwyc

Najwazniejsze funkcje dla glebzytkowanych rolniczo to funkcja produkcyjna i
siedliskowa czyli zaspokojenie potrzelwnosciowych oraz zapewnienigrodowiska
zycia dla mikroorganizméw glebowych, stm i zwierzat [ISO 15799: 2003].
Aktywnos¢ i liczebna¢ mikroorganizméw glebowych oraz wzrost i rozwojslimm
uzalenione g od wielu czynnikowsrodowiska takich jak zawadé wody, odczyn,
stosunki powietrzne, temperatura, zaw&rtsktadnikow pokarmowych [Kunicki-
Goldfinger 1975, Szember 1997, Zawadzki 1999]. Wk niezlbdna do budowy
komoérek organizméw glebowych. Ponadto woda glebewéywa na rozpuszczanie
sktadnikbw pokarmowych i zmiany pH roztworu gleb@ee oraz na stan
napowietrzenia gleby. [Gebiowska 1986, Zawadzki 1999]. Rie grupy organizmow
glebowych odznaczagj sie roznag wrazliwoscia na przesuszenie i majrozne
zapotrzebowanie na wed Na og6t aktywné mikrobiologiczna w glebie jest
optymalna przy wilgotnai 50 — 60 % nasycenia catkowitej pojerdciovodnej gleby.
Spasrod bakterii, ktore s bardziej wraliwe na stres wodny nigrzyby, najmniejsg
odporndgciag na zmiany stanu uwilgotnienis&rodowiska charakteryzajsic bakterie
nitryfikacyjne (gtdéwnie z rodzajiNitrosomonay [Szember 1997, Paul i Clark 2000].
Poprzez oddziatywanie na dyfgZjlenu i przemieszczaniegszwigzkOw odzywczych
woda wplywa zarébwno na organizmy w niej bytg, jak i na réiny wyzsze
[Kopcewicz i Lewak 1998, Zawadzki 1999, Paul i ®I2000].

Zasadnicze znaczenie dla przebiegu proceséw egergeth i oddechowych
prowadzonych przez organizmy glebowe ma ob&ctlenu wsrodowisku glebowym
[Uggla 1979, Lityiski 1982, Paul i Clark 2000]. Podczas oddychanikraoirganizmy
glebowe i korzenie &in pobierag tlen i wydzielaj dwutlenek wgla. Dyfuzja gazow
zachodzi bardzo intensywnie i ma tendendo utrzymywania stanu roéwnowagi
pomidzy pobieraniem ©i wydzielaniem CQ z gleby. Dwutlenek wgla maze by
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wykorzystywany przez autotrofy jakirddto pokarmu, ponadto spulchnia giela po
pofaczeniu z wod jako kwas wglowy rozpuszcza trudno rozpuszczalnegppénia
mineralne i uwalnia zawarte w nich sktadniki pokame, przez co przyczyniagsdo
podnoszeniayznaici gleby i wptywa korzystnie na rozwoj dlin. Gtowng przeszkod
w swobodnej dyfuzji gazéw nie by brak porowatéci powietrznej i nadmiar wody w
glebie [Gotbiowska 1986, Paul i Clark 2000]. Gdygznie tlenu w porach glebowych
spadnie poriej 1 % dochodzi do zmiany metabolizmu z tlenowegobeztlenowy,
pojawiap sie mikroorganizmy beztlenowe ny@e zdolné¢ do wytwarzania energii
oraz wzrostu w warunkach braky @Jggla 1979, Lityiski 1982, Gajbiowska 1986,
Paul i Clark 2000]. Niewkxiwe warunki tlenowe w glebie wywiergjrowniez
niekorzystny wptyw na rdiny powodupc niedotlenienie korzeni bn i zahamowanie
ich oddychania. Negatywny wptyw niedoboru tlenu mdliny moze st rowniez
przejawid& poprzez: nagromadzeniec LLO, w stzeniach szkodliwych, zmniejszenie
zawartdci azotu na skutek denitryfikacji i ulatniania §jo z gleby w postaci gazowej
oraz poprzez toksyczne oddziatywanie niektorych dpktdw powstajcych w
procesach beztlenowych (np. metan, etylen, amosiaksowodor) [Lityiski i in. 1982,
Misztal i in. 1997, Kopcewicz i Lewak 1998, ZawadtR99].

Innym czynnikiem wptywajcym w r&znym stopniu na organizmy glebowe jest
stezenie jonow wodorowych w podia [Alexander 1975, Zawadzki 1999]. Zwykle
kwasniejsze srodowisko sprzyja rozwojowi grzybow, tak j@kodowisko o odczynie
obogtnym lub lekko zasadowym jest bardziej odpowieddia rozwoju bakterii i
promieniowcoéw. Poszczegdlne mikroorganizmy rozwijaie tylko w pewnych
granicach warteci pH [Kunicki-Goldfinger 1975, Gegbiowska 1986]. Jednym z
procesow najbardziej wikwych na pH w glebie jest biologiczna przemiana o
NO; - nitryfikacja (optymalne wartei pH to 6,6 — 8,0). Tempo nitryfikacji w glebach
uprawnych spada przy pH paaj 6,0 i jest znikome pomej 4,5. W glebach kmych
nitryfikacja maze zachodz nawet przy pH potej 4, co prawdopodobnie zaziane jest
z aktywndcig odporniejszych na niski odczyn nitryfikatorow heteoficznych.
Wiegkszai¢ spagrod znanych bakterii mie rozwija sie w zakresie pH od 4 do 9
[Szember 1997, Paul i Clark 2000, Boer i KowalcR0K1].

Natomiast w¢kszas¢ roslin uprawnych najlepiej rozwija siprzy odczynie gleb od
stabo kwanego do obajtnego (pH od 5,6 do 7,2) [Lifgki i in. 1982, Zawadzki 1999].
Rosliny uprawiane na glebach kéraych daj zwykle nizsze plony o gorszej jako

(obnzenie zawartéci wapnia i fosforu, a zwkszona zawartg toksycznych
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mikroelementow). Tylko niektore z §iin (tubin, seradela, owiegyto, ziemniaki) §
mato wraliwe na zakwaszenie gleb. Ponadto na skutek nidstébi struktury
gruzetkowatej w glebach kvmych pogorszeniu ulegagtosunki powietrzne i wodne,
wraz z weglanem wapnia wymyciu nie ulec réwnie czgs¢ skladnikdw pokarmowych,
cze$¢ natomiast mee przej¢ w nierozpuszczalne formy niedgghe dla rélin [Uggla
1979, Zawadzki 1999].
Zawartg¢ niektorych pierwiastkbw w glebach oraz forma iclystypowania jest
gldbwnym czynnikiem limitujcym zaspokojenie potrzeb pokarmowyckliro Forma
wystepowania pierwiastkbw w glebach, a tym samym ichtgwex¢ dla rglin, jest
scisle uzaleniona od ildci i jakosci koloidéw w glebach, odczynu, vél@wosci
sorpcyjnych, jak réwnie od stanu oksydoredukcyjnego gleby [Zawadzki 1999].
Najwicksze znaczenie wywieniu raslin odgrywap makroelementy (N, P, K, Ca, Mg i
S). Skiadniki te $ w duzych ilosciach pobierane przez system korzeniowy, a ich
niedobdr powoduje zahamowanie wzrostglino Mniejsze zapotrzebowanie sty
wykazup w stosunku do mikroelementow, ktore wysija w glebach w bardzo matych
ilosciach, ale & niezlzdne rdélinom jako katalizatory procesow fizjologicznych
(fotosynteza, oddychanie) [Uggla 1979, kagki i in. 1982, Kopcewicz i Lewak 1998,
Zawadzki 1999]. Makro- i mikroelementyy 6wniez niezlgdne do prawidtowego
rozwoju mikroorganizmow glebowych. Pierwiastki tédaiatup na sktad chemiczny i
przemiany rozwojowe organizméw oraz regaglujczynngci enzymatyczne
[Gotebiowska 1986, Szember 1997, Paul i Clark 2000].

Kolejnym czynnikiem wptywajcym na rozwo0j mikroorganizmow glebowych
oraz wzrost rélin jest temperatura gleby. Vitae procesy glebowe, jak humifikacja i
inne przemiany mikrobiologiczne (np. nitryfikacjayjetrzenie, reakcje wymiany w
Zznacznym stopniu uzaleione § od zmian temperatury. Ponadto temperatura wptywa
takze na wzrost iléci organizmow zywych i kietkowanie nasion. Dla wkszaci
mikroorganizmow glebowych optymalna temperatura egyr20 — 30 °C [Uggla 1979,
Golebiowska 1986, Alef i Nannipieri 1995, Szember 198awadzki 1999, Paul i Clark
2000].

Niekorzystne zmiany warunkéw glebowych wywotanergaigami naturalnymi
lub antropogenicznymi (przesuszenie lub nadmiarywodedobdr tlenu oraz makro- i
mikroelementow, nadmierne zakwaszenie) megec w istotny sposéb ogranicza
rozwoj organizmow glebowych czya je podatnymi na inne stresy (np. wpltyw

zanieczyszczechemicznych).



2.1.3. Rola mikroorganizméw glebowych w ksztaltowansrodowiska
glebowego

Wiasciwosci  glebowe zaréwno fizyczne, chemiczne jak i bioolezne
uwarunkowane g dzialalndgcia organizméw  glebowych, &oOd  ktoérych
mikroorganizmy odgrywaj wiodaca role. Rola mikroorganizmow glebowych
rozpoczyna s$i juz przy powstawaniu i ksztattowaniuesgleby, bowiem przyczynigj
sie one do wietrzenia skat i mineraltdbw oraz powstaawamineratow ilastych. Dzki
dziatalngci mikroorganizmow tworg sie tez i utrzymup agregaty glebowe [Lityski
1982, Szember 1997]. Liczne mikroorganizmy hetefmzne (np. bakterie,
promieniowce i grzyby) wytwarzajwielocukry i sluzy - substancje wiace, ktore
sklejap ze sob drobne cgstki gleby. Ponadto stgpki grzybow przerastage glele
Wigzg jej czstki mechanicznie. W tworzeniu struktury gleby hiardziat réwnie
przedstawiciele mezo- i makrofauny glebowej. Iclaq@olega na rozdrabnianiu resztek
organicznych i mieszaniu substancji organicznej memalry czscia gleby, na
przenoszeniu materialu glebowego na znacznebo@hbici, a jednoczénie na
spulchnieniu i dgzeniu gleby [Uggla 1979, Zawadzki 1999, ISO 1579903. Taka
aktywna¢ organizmow glebowych przyczyniagsdo zapewnienia glebie dobrych
warunkéw powietrznych i wodnych [Uggla 1979, Liski 1982].

Mikroorganizmy ksztattuj rowniez szereg istotnych wiaiwosci chemicznych
gleby [Alexander 1975, Lityski 1982, Torstensson 1997, Kobus 1999, Paul ikClar
2000]. Udziat organizméw glebowych w tworzeniu gmicy polega na wzbogacaniu
gleby w mateg organiczig, jej rozdrabnianiu i mieszaniu z gziag mineralry gleby
oraz na jej humifikacji. Ogromnrole w tych procesach odgrywapakterie, grzyby i
promieniowce oraz alzownice jako przedstawiciele fauny glebowej [Uggla79,
Zawadzki 1999]. Dla utrzymaniayznasci gleby jest rzecg szczegoOlnie wag
zachowanie rownowagi poguzy mineralizagi a humifikach, bowiem przewaga
procesOw rozktadu substancji organicznych (mineaaja) nad powstawaniem
prochnicy (humifikacja) pogarsza wszystkie $davosci fizyczne i chemiczne gleby
uzalenione od obecrniwi substancji préchnicznych [Lifgki 1982]. Dziatalnéé
mikroorganizmow glebowych istotna jest rownie utrzymaniu odczyngrodowiska
[Kunicki-Goldfinger 1975, Kobus 1999, Paul i Cla2k00]. Alkalizacja powodowana
jest przez bakterie wrodowiskach o diej zawartéci organicznych zvwezkow azotu

jako rezultat tworzenia amoniaku. §eiej zachodz jednak procesy zakwaszenia
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podiaza w wyniku gromadzenia gikwasow organicznych w procesach fermentacji
zwigzkow weglowodanowych, podczas utleniania zmkow nieorganicznych lub w
czasie mineralizacji materii organicznej [Kunickel@finger 1975, Gabiowska 1986,
Szember 1997]. Procesy mineralizacji gn@¢z cechy korzystne, gdydzieki nim
ztozone pogczenia organiczne przechadgowoli w proste zwgzki mineralne i w ten
sposob np. azot, fosfor czy siarka staip dostpne dla rélin wyzszych [Paul i Clark
2000]. Réwnie czes¢ sktadnikdw pokarmowych znajdigych s¢ w glebie w postaci
trudno przyswajalnych pgtzen mineralnych (np. fosfor i potas) jest uwalnianagar
niektére mikroorganizmy glebowe i m® by¢ wykorzystana przez tiny [Uggla 1979,
Litynski 1982, Zawadzki 1999].

We wszystkich procesach biochemicznych gzanych z przemianami
zZwigzkoéw organicznych i mineralnych w glebie decydsj role spetniag enzymy
mikroorganizmow [Hicks i in. 1990, Dick i in. 199®ossel i in. 1997, Paul i Clark
2000]. Reakcje enzymatyczne stanpwodstaw metabolizmu glebowego, decydwy
szybkdaci i kierunku przemian metabolicznych zachgozh w glebie [Gaibiowska
1986, Dick i in. 1996, Margesin i in. 2000]. Aktymét enzymatyczna gleb jest
przewanie bezpérednio zwizana z aktywnécia mikroorganizméw, jednak
wykrywane w glebach enzymy mgpdgakze pochodzi ze spor grzybowych, cyst
pierwotniakow, nasion czy korzenistm [Alef i Nannipieri 1995, Paul i Clark 2000].
Gtowne kategorie enzymow glebowych to: oksydoreazki(dehydrogenazy, katalazy,
peroksydazy), hydrolazy (celulazy, proteazy, ureapgfatazy), transferazy, liazy,
izomerazy i inwertazy [Kunicki-Goldfinger 1975, gblowska 1986, Rossel i in. 1997,
Paul i Clark 2000], spood ktérych najczsciej badanymi s oksydoreduktazy,
hydrolazy i transferazy [Pankhurst i in. 1998]. N@e z tych enzyméw (ureazy,
dehydrogenazy)askonstytutywne, a wic stale syntetyzowane w komorce, inng, za
takie jak celulaza,asadaptacyjne (indukcyjne) i syntetyzowaretgko w obecnéci
odpowiedniego substratu [Gbiowska 1986, Alef i Nannipieri 1995, Paul i Clark
2000]. Znaczna & enzyméw glebowych natg do grupy enzymow
zewnytrzkomorkowych. Enzymy te maggwyskpowa w formie wolnej w roztworze
glebowym, mog tez uleg& sorpcji na mineralnych lub organicznychgstkach gleby,
co chroni je przed degradadjprzyczynia st do ich akumulacji w glebie [Hicks i in.
1990, Alef i Nannipieri 1995, Dick i in. 1996, Re$si in. 1997]. Natomiast do
enzymow wewantrzkomérkowych nales dehydrogenazy, ich degradacja w glebie

nastpuje bardzo szybko po obumarciu komérek, gcwnie ulegag one w glebie
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akumulacji [Dick i in. 1996, Rossel i in. 1997, Rhaarst i in. 1998]. Dehydrogenazy
katalizup utlenianie substratu w procesach oddechowychad2dp one z reguty od
substratu po dwa elektrony 4ciznie z nimi po dwa protony.g30 enzymy wysoce
specyficzne, odwodorowajtylko okrelony substrat, dla kalego utlenianego w
komérce substratu istnieje wtawa dla niego dehydrogenaza [Kunicki-Goldfinger
1975, Got¢biowska 1986, M§kow i in. 1996, Paul i Clark 2000]. Jednak w pralety
oznacza sinie pojedyncze dehydrogenazy, ale ich s{wdef i Nannipieri 1995, Dick i
in. 1996, Rossel i in. 1997]. Aktywl® enzymatyczna gleb me stanowd podstaw
ocenyzyznasci i produktywndci gleb [Myskéw i in. 1996, Martyniuk i in. 1998, Gajda
i in. 1999, Kucharski i in. 2000], nae tez by¢ wykorzystana do oceny oddziatywania
substancji szkodliwych wsrodowisku glebowym [Margesin i in. 2000, Baran i in
2004].

Niektore wyspecjalizowane grupy bakterii autotrafigch czerpi energé
potrzebm im do asymilacji wgla z CQ, utleniapc pewne zwjzki mineralne [Szember
1997, Kobus 1999]. Na szczegglowag zastuguje proces utleniania amoniaku do
kwasu azotowego tzw. nitryfikacj&roces ten przebiega dwuetapowo. Pierwszy etap
nitryfikacji przeprowadzany jest przez geupakterii ogélnie okrdang ,nitroso”. W
procesie tym bier udziat pateczki tlenoweNitrosomonas europagaNitrosococcus
nitrosus i oceanus,poza tym czynne #e s Nitrosospira briensisi Nitrosolobus
multiformis. Przy udziale enzymu monooksygenazy amonowej solenawe g
utleniane do hydroksylaminy, ktéra pod wplywem é&miga innego enzymu
oksydoreduktazy hydroksylaminowej jest utleniana kivasu azotawego. Kwas ten
nastpnie jest neutralizowany przez zasady znajkijs¢é w srodowisku naturalnym i
przeksztalca si w azotyny. W kolejnym etapie, pod wplywem dehydnoazy
azotynowej wytwarzanej przez bakterie z tzw. grymyro” (Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospina i Nitrospird, azotyny zostaj utlenione do kwasu azotowego, ktory
neutralizowany przez zasady tworzy azotany [Hicks. i1990, Szember 1997, Paul i
Clark 2000, Boer i Kowalchuk 2001]. Z reguly drugtap nitryfikacji przebiega
intensywniej dziki czemu wsrodowisku glebowym nie gromaglsie azotyny. Zwazki
te g silnie trupgce dla wekszaci mikroorganizmow oraz dla étin i cziowieka. Proces
nitryfikacji moy tez przeprowadza  mikroorganizmy heterotroficzne
(chemoorganotrofy), ktéregszdolne do produkcji N@ zaréwno z organicznych jak i
nieorganicznychzrodet N. Do grupy tej naig takie bakterie jak:Arthrobacter
globiformis, Aerobacter aerogenes, Pseudomosgsi Thiospherasp. oraz grzyby:
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Aspergillus flavus, Penicilliunsp. i Cephalosporiunsp. [Paul i Clark 2000, Boer i
Kowalchuk 2001]. Z rolniczego punktu widzenia nitkgcja jest procesem
korzystnym, szczegolnie, gdy przebiega w okresigetagji raglin. Proces ten bowiem
udostpnia rglinom azot w postaci jonow NQ a jednoczanie zapobiega wkszemu
nagromadzeniu siamoniaku w glebie, co w pewnych warunkach mogiobwodowa
straty azotu przez ulatnianiegsiego gazu lub ujemnie wptywana wzrost rélin,
zwtaszcza w pierwszym okresie ich rozwoju [kigki 1982, Zawadzki 1999].
Natomiast nasilenie nitryfikacji w okresie, kiedgliny nie pobierag azotanow, mie
prowadz¢ do strat azotu na skutek wymywania jonéw azotambwgio gébszych
warstw profilu glebowego poza zegisystemu korzeniowego i stwaézaagraenie dla
srodowiska wodnego [Uggla 1979, Hicks i in. 1990 bikie 1999].

W utrzymaniuzyzncici gleby ogromn role odgrywaj tez bakterie siarkowe
[Lity nski 1982, Gagbiowska 1986, Szember 1997, Paul i Clark 2000]ephawadzay
one gtownie niedogpne dla rélin mineralne paiczenia siarki w siarczany, z ktérych
rosliny mogg korzyst&. Jednocz@ie usuwaj z gleby siarkowodér, ktéry w wgzym
stezeniu jest bardzo toksyczny dlagkszasci mikroorganizmow i rélin wyzszych.

Oprocz pozytywnej roli, aktywridé mikroorganizmoéw me niekorzystnie
wpltywaé na wiaciwosci srodowiska glebowego. Przykladem takiej dziatatmgest
utlenianie soli manganawych do manganowych nie gwajalnych dla réin [Uggla
1979, Lityaski 1982], redukcja zwekow azotu prowadza do strat tego sktadnika z
gleby (proces denitryfikacji) oraz redukcja siamaa i fosforandw zmniejszgga
zapasy dogpnych form tych pierwiastkow [Alexander 1975, Hidka. 1990, Szember
1997, Zawadzki 1999] czy immobilizacja dgstych form skiadnikdw pokarmowych
w wyniku pobierania przez mikroorganizmy i wbudovwama w sktad protoplazmy
swoich komorek [Alexander 1975, Hicks i in. 199@kas 1999, Zawadzki 1999].

Organizmy glebowe, wptywag na widciwosci fizyczne i chemiczne gleby,
gtdwnie na dynamik sktadnikbw pokarmowych, oddziatywwjtakze na rozwgj i
plonowanie rélin wyzszych [Uggla 1979, Hicks i in. 1990, Van de Leenek@b98,
Zawadzki 1999]. SzczegOdlnie silny wpltyw naslmy wyzsze wywierag organizmy
scisle z nimi wspdtyjace. Przykladem takiej zalmosci jest symbioza bakterii
brodawkowych z rdinami motylkowymi lub mikoryza czyli wspéycie rdlin
wyzszych z grzybami [Gebiowska 1986, Szember 1997, Paul i Clark 2000]. iedny
rosling wyzsz, a mikroorganizmamizyjacymi w jej ryzosferze zachodzi 4oa

symbioza — protokooperacja [Kunicki-Goldfinger 197prill i Sims 1990, Szember
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1997, Paul i Clark 2000]. Mikroorganizmy rozwgeg¢ s¢ w ryzosferze maj duze
znaczenie dla #&tin, bowiem dz¢ki statej przemianie zwekOw organicznych i
mineralnych udosgpniajg im sktadniki pokarmowe. Ponadto chrgniosliny przed
patogenami glebowymi i produkupubstancje, ktore megtymulowa lub hamowa
ich wzrost [Alexander 1975, Lifygki 1982, Gagbiowska 1986, Szember 1997]. Z koleli
rosliny, na skutek dziatania substancji pochgdzh z wydzielin korzeniowych oraz
produktow rozktadu obumierggych i martwych komorek korzeni, mpgrzyczynig
sie do stymulacji rozwoju mikroorganizmow [Litgki 1982, Aprill i Sims 1990,
Szember 1997].

Wazng role w ksztattowaniu siedliskowej funkcji gleby spetni@wniez
wzajemna zabenos¢ pomkdzy organizmami glebowymi [Alexander 1975, Kunicki-
Goldfinger 1975, Gaebiowska 1986]. Dziki duzej liczebndci i roznorodndci flory i
fauny glebowej, zrinicowanemu trybowizycia i metabolizmowi, wpltyw jednych
gatunkéw na inne jest znaczny i wielostronny. Zikai te maj duze znaczenie dla
zyznasci gleby i rozwoju rélin. Dziatalng¢ metaboliczna mikroorganizmoéw
glebowych przyczynia sido syntezy substancji biologicznie czynnych: arkinasow,
witamin, regulatorow wzrostu (kwas indolilooctowktdre mog by¢ wykorzystywane
przez inne mikroorganizmy lub diany nie mapce zdolndci produkowania tych
zZwigzkow [Gokbiowska 1986, Uggla 1979, Zawadzki 1999]. Niekudi&roorganizmy
(promieniowce i grzyby) syntetyzujw srodowisku glebowym réwnie antybiotyki o
dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybowym lubikotoksyny oddziatace
toksycznie nie tylko na mikroorganizmy glebowe, @deniez na zwierzta i cztowieka
[Lity nski 1982, Gagbiowska 1986, Szember 1997, Paul i Clark 2000].

Gleba jest bardzo ztonym i dynamicznym ukfadem stan@eym naturalne
srodowiskozycia dla mikroorganizmow, &in i zwierzat. Organizmy te wplywaj na
ksztattowanie wisciwosci fizycznych, chemicznych i biologicznych gleb »pra
przeprowadzaj szereg istotnych proceséw biochemicznych. Dobay sirganizmow
glebowych (wysoka aktywr6, liczebnd¢ i roznorodnd¢) jest wec warunkiem dobrej

jakaosci gleb, ichzyzndici i odporndci na czynniki stresowe.

2.1.4. Czynniki degradygce srodowisko glebowe

Wszelkie zmiany zachodee wsrodowisku glebowym powodage pogorszenie

jego wiaciwosci fizycznych 1 chemicznych oraz spadek aktyéaiobiologicznej
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wplywaja rowniez negatywnie navarunki zycia i plonowania rélin uprawnych oraz
zmniejszag wartas¢ uzytkowg ptodéw rolnych i Iénych. Zmiany te okigamy mianem
degradacji gleb [Baran i Turski 1996, Zawadzki 1]999egradacja gleb ma i0g
genez i moze przybiera rézne formy. Gtownymi przyczynami degradacji gleby s
wadliwy sposéb zytkowania, erozja wodna i wietrzna, przesuszenieZawodnienie
ziemi, mechaniczne zniszczenie struktury gleby ieksetatcenie rzaby terenu,
chemiczne zanieczyszczenie i zasolenie gleby, zarmhe gleby w sktadniki
pokarmowe, ubytek préchnicy i pogorszenie jej f@kozakwaszenie lub alkalizacja,
zanieczyszczenie mechaniczne oraz zanieczyszcoegégizinami chorobotwdrczymi
[Uggla 1979, Baran i Turski 1996, Zawadzki 1999%nwa gleba jest kluczowym
elementemsrodowiska spetnigcym szereg waych funkcji istotm spravg staty se¢
migdzynarodowe dziatania m@ge na celu ochranjej zasobdéw. W wydanym w 2002
roku przez Parlament Europejski komunikacie pt. kidrunku Tematycznej Strategii
Ochrony Gleby” (,Towards a Thematic Strategy for ilS®rotection” — EC
Communication, Brussels, 18 April 2002) jako podstae zagraenia dla gleb
uzytkowanych rolniczo zostaly wymienione: erozja, ejgzanie s zasobow
substancji organicznej, zggpczenie gleby, zmniejszaniee sbioréznorodndci w
glebach oraz zanieczyszczenia chemiczne gleb.

Szkodliwas¢ erozji polega na niszczeniu wierzchniej, asta i gkbszych
warstw gleby oraz przemieszczaniu zawartych w skigdnikow mineralnych (gtéwnie
azotandéw, przyswajalnego fosforu i potasu) do wédaaych, czego wynikiem jest
wyrazne naruszenie réwnowagi biologicznej, otamie zasobrimi i zyzndsci gleb
[Zawadzki 1999, EC Communication 2002].

Zmniejszanie si zasobow prochnicy jest jednym ze skutkOw procesow
erozyjnych oraz nieprawidiowegozytkowania ziemi, gtownie braku nawenia
organicznego [Baran i Turski 1996]. Zulemie gleb w substargcprganiczg pogarsza
ich fizyczne, chemiczne i biologiczne tawosci, a przede wszystkim wplywa na
pogorszenie struktury gleby, obenie pojemnéci wodnej, zawartei i
przyswajalnéci sktadnikow pokarmowych oraz odpo#co na eroz i degradag
chemiczi [Uggla 1979, Duer i Fotyma 1999, Zawadzki 1999, EGmmunication
2002].

Zagsszczenie gleby dagce wynikiem stosowania @ikiego sprztu
agrotechnicznego, sktadowania materiatow czy udegiya przez zwiekta i ludzi

prowadzi zawsze do znieksztatcenia jej strukturgwZdzki 1999, EC Communication
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2002]. Zwkksza st zagszczenie masy glebowej, pogorszeniu ulega porddato
dochodzi do zachwiania stosunkoéw powietrzno-wodnyckahamowania wymiany
gazowej. Ograniczony dagt powietrza do gbszych warstw gleby ohia biologiczni
aktywna¢ gleby, co z kolei wptywa na zmniejszenie pgjzncsci i dostpnasci
skfadnikow pokarmowych [Misztal i in. 1997, Dudfdtyma 1999].

Jak opisano w rozdziale 2.1.1. gleba stanémwdowisko zycia dla ogromnej
liczby organizmow; obok siebie bytuju bakterie, grzyby, pierwotniaki, pieienice,
nicienie, stawonogi i iny [Szember 1997, Paul i Clark 2000, ISO 1579003.
R&znorodne organizmy glebowe odgrywaptotry role w utrzymaniu fizycznych i
chemicznych wigciwosci gleby oraz jejgyzndsci, biorg udziat w rozktadzie substancji
organicznej oraz dostgjych s¢ do gleb zanieczyszca¢Alexander 1975, Gebiowska
1986]. Niewldciwe stosowanie zabiegow uprawowych, intensyfikaog@vazenia
mineralnego i szerokie zastosowagiedkow ochrony rdin prowadzi do zachwiania
réownowagi biologicznej i redukcji biogdorodndci w glebach przyczyniag sk
jednoczénie do zmniejszenia odporfw gleb na degradagj[Zawadzki 1999, EC
Communication 2002].

Jako jedno z istotnych zagehm w opracowywanej strategii ochrony gleb
wymienia s¢ zanieczyszczenia gleb, zwlaszczagakami chemicznymi. Zagadnienie

to zostanie szerzej omowione w kolejnym rozdziale.

2.2. ODDZIALYWANIE ZANIECZYSZCZE N CHEMICZNYCH NA
SRODOWISKO GLEBOWE

2.2.1. Rodzaje zanieczyszgzshemicznych i ich wptyw n&rodowisko glebowe

Ogollnie zanieczyszczenia chemiczne zme podziek na nieorganiczne i
organiczne [Tarradellas i Bitton 1997, Alloway i g 1999]. Spdd zanieczyszcte
nieorganicznych naje#ciej wystpuja i najsilniej wptyway na srodowisko glebowe
dwutlenek siarki i tlenki azotu, metalecikie oraz fluor [Baran i Turski 1996,
Tarradellas i Bitton 1997, Alloway i Ayres 1999, Waa-Pendias i Pendias 1999,
Terelak i in. 1999, EC Communication 2002]. Negatgvwskutki nadmiaru zwikow
siarki i azotu to przede wszystkim degradacja chend gleb przez zakwaszenie oraz
zwig¢kszenie rozpuszczaléa wielu sktadnikéw pokarmowych (Ca, Mg), co pow@lu

wymywanie ich z gleby [Kabata-Pendias i in. 1995pttMvicka-Terelak i Terelak
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1998]. Szkodliwy wptyw fluoru w glebach o podiszonej jego zawarfoi wigze st
ze zwtkszory jego ruchliwgcia i przyswajalnécia — zwilaszcza wsrodowisku
kwasnym — oraz degradagjniektorych mineratow ilastych [Baran i Turski 1996
Alloway i Ayres 1999]. Metalesladowe wprowadzone do gleb podlegay nich
akumulacji i mog przechodz do tarcucha pokarmowego cziowieka. Pierwiastki te
wykazup niejednokrotnie dziatanie toksyczne w stosunkuwdganizmow rélinnych i
zwierzcych. Na skutek zanieczyszczenia gleb metalagikicni (gtdwnie Zn i Cd)
moze dochodzi do zmniejszenia siplonu rglin uprawnych oraz pogorszenia sch
wartasci pokarmowej i paszowej [Kabata-Pendias i in. 19%gott-Fordsmand i
Pedersen 1995, Kabata-Pendias i Pendias 1999 akarel. 1999, Siebielec 2001], a
takze do obnienia liczebnéci i aktywnadci mikroorganizmow glebowych [Scott-
Fordsmand i Pedersen 1995, Gogolev i Wilke 1997reSpak i in. 1999, Siebielec
2001, Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2003, Sthsiayi in. 2003].

Bardzo zrénicowary grupe zanieczyszcze o istotnym znaczeniu dla
ekosystemu glebowego stangwzw. trwate zanieczyszczenia organiczne — TAGY(
Persistent Organic Pollutants — POPsS3 to zwigzki organiczne pochodzenia
antropogenicznego, w dym stopniu odporne na degradadjzyczrg, chemiczg i
biologiczry, ktére mog przez dlugi czas przebywaw srodowisku i oddziatywa
szkodliwie na jego biotyczne elementy [Jones i 1896, Maliszewska-Kordybach
1999].

Tabela I.
Wystepowanie trwatych zanieczysza@zeorganicznych (TZO) w poszczegoéinych
elementacBrodowiska wedtug Jones’a [Maliszewska-Kordybach2]99

elementsrodowiska TZ0O (%)
WWA PCB
gleba 94,4 89,2
osady 54 9,9
woda <0,01 0,3
powietrze 0,1 0,5

Wicksza¢ z trwatych zanieczyszc#eorganicznych charakteryzuje¢smah
rozpuszczalnicia w wodzie i dig w lipidach oraz wykazuje nitiwos¢ bioakumulacii

w tancuchu zywnosciowym cztowieka. TZO wyspuja we wszystkich elementach
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srodowiska naturalnego, ale ponad 90 % tych ksemgtiav koncentruje si
ostatecznie w glebie - Tabela | [Wild i Jones 19@3|iszewska-Kordybach 1999].

Do trwalych zanieczyszc#aeorganicznych mgemy zalicz¢ m. in. pestycydy
chlorowane, polichlorowane bifenyle, dibenzofurangioksyny oraz niektore
wielopiegcieniowe vgglowodory aromatyczne (WWA) [Jensen i Folker-Han%6a5,
Terytze i in. 1995, Wild i Jones 1995, Jones i1i@896, Tarradellas i Bitton 1997, Van
de Leemkule iin. 1998, Alloway i Ayres 1999, Maksvska-Kordybach 1999].

2.2.2. Wielopiefcieniowe wglowodory aromatyczne (WWA)

Jedy z grup trwatych zanieczyszarzeorganicznych s wielopieiscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA), z ktérych ¢ wykazuje silne wigciwosci
toksyczne, mutagenne i rakotworcze [Menzie i in92,9Maliszewska-Kordybach
1999]. WWA g to zwigzki organiczne zawiergge od 2 do 13 piécieni
aromatycznych w egsteczce w utzeniu liniowym, lktowym Ilub klasterowym,
zawierajce mniejsze lub wksze ilgci podstawnikéw alkilowych lub nitrowych
[Mackay i in. 1992, Smreczak 1997, Maliszewska-Kayath 1999]. Poszczegdlne
zZwigzki réznig sie miedzy sola witasciwosciami fizycznymi i chemicznymi, jednak
wicksza ich cgs¢ charakteryzuje si silnymi wiasciwosciami hydrofobowymi i
lipofilowymi, bardzo stab rozpuszczalnia w wodzie, ma lotncscig i silnym
powinowactwem sorpcyjnym w stosunku do glebowepsaiticji organicznej [Mackay i
in. 1992, Sabljic i in. 1995, Terytze i in. 1998]golnie przyjmuje si, iz weglowodory
o0 wyzszych masach gsteczkowych, zawiergge powyej 3 piekcieni benzenowych w
czasteczce charakteryzugic mniejsz rozpuszczalnicia w wodzie i mniejsz lotnascig
oraz wyszy lipofilnoscia w stosunku do wglowodoréw 2- i 3- pigcieniowych
[ATSDR 1990, Mackay i in. 1992, Maliszewska-Kordgha1999, Maliszewska-
Kordybach 2000].

WWA mog pochodzt ze zrodet naturalnych i antropogenicznych; wymstja
we wszystkich elementackrodowiska, co zwgzane jest z ich powstawaniem we
wszystkich procesach niecatkowitego spalania sabgtarganicznych [Wild i Jones
1995, Jones i in. 1996, Maliszewska-Kordybach 20@3j gleb wielopieicieniowe
weglowodory aromatyczne dosdagic gtownie z pytami i opadami atmosferycznymi;

cze$¢ pytdbw osadza gina nadziemnych ezciach ra@lin, a po ich obumarciu dostaje si
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do gleby [Wild i Jones 1995, Maliszewska-Kordybd®®99]. Ponadtarodiem WWA
dla gleb uytkowanych rolniczo mag by¢ osadysciekowe i komposty stosowane w
celach nawozowychicieki i sptywy z drog asfaltowych oraz wycieki pal{Wild i
Jones 1995, Jones i in. 1996].

Wprowadzone do gleby WWA ulegajv niej zaréwno procesom biologicznym
takim jak rozktad mikrobiologiczny i pobieranie pzrgliny [Heitcamp i Cerniglia
1987, Bleam i Cawthray 1988, Goodman i in. 1992n@éa 1993, Fismes i in. 2002]
jak i abiotycznym — sorpcja, wymywanie wabt profilu glebowego, ulatnianie czy
fotodegradacja [Chiou 1989, Jones i in. 1996, Rean1996, Hwang i Cutright 2003].

Z obecnécia WWA w glebie wize st problem wplywu tych zwizkow na
srodowisko przyrodnicze. Wczmiejsze prace dotygze zagraen zwigzanych z
zanieczyszczeniem glebzyikowanych rolniczo przez WWA skupialy ¢siprzede
wszystkim na ocenie ryzyka zywanego z zageeniem zdrowia cziowieka np. w
wyniku wdychania pytu glebowego czy przechodzenmatahcuchazywnoiciowego
cztowieka [Menzie i in. 1992, Maliszewska-Kordybad899]. W ostatnich latach
zainteresowanie badaczy koncentruje s ocenie oddziatywania zanieczysZgze
tym WWA, na calé¢ ekosystemu glebowego z uwgghieniem wszystkich jego
biotycznych elementéw: mikroorganizméw, begawcow oraz rélin.

2.2.3. Metody badaekotoksykologicznych srodowisku glebowym

W ocenie ryzyka wynikarego z zanieczyszczenia gleby szkodliwymi
substancjami chemicznymi do niedawna opieragowsitagcznie na wynikach analiz
chemicznych, ktére magdostarczé informacji o obecngi, zawartdci i rodzaju
zwigzkow chemicznych, nie pozwadajjednak ocerdi szkodliwych ekologicznych
skutkow oddziatywania zanieczysz6z€golrg ocery wptywu zwigzkéw toksycznych
na specyficzne organizmy lub procesy zajmueaksykologia, a jednz jej gatzi jest
ekotoksykologia zajmgfa sé okreleniem wplywu substancji szkodliwych na
wszystkie biotyczne elementyrodowiska (w tym réwniz srodowiska glebowego)
[Eijsackers 1994, Namdaik i Jakowski 1995, Van Beelen i Doelman 1997].
Podstawowym problemem w badaniach ekotoksy&zdngest dobdr wiéciwych
organizmow testowych. Poniewaw ekosystemie glebowym bytujobok siebie

zarobwno réliny, zwierzta jak i mikroorganizmy i nie ma praktycznej Aiwosci
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objecia ich wszystkich badaniami, pojawias gpytanie: ktére organizmy i procesy
zachodzace w glebie natey chront lub jakie testy g najbardziej reprezentatywne dla
okreslonej grupy organizmow. Wybor testow ekotoksykotzgiych i opracowywanie
odpowiednich norm g przedmiotem prac mdzy innymi Komitetu Jakii Gleby
Mig¢dzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej International  Standarisation
Organisation Technical Committee ,Soil Quality’ISO TC 190). Przy wyborze testow
wazne g takie czynniki jak: powtarzaldé testow, praktyczrig i tatwos¢ ich
zastosowania oraz czuyto[Torstensson 1997, ISO 15799: 2003].

W Tabeli Il pokazano przykladowe zestawy testéw teksykologicznych
zalecanych w badaniach meych na celu ochrenfunkcji retencyjnej i siedliskowe]
gleb. Wyniki prowadzonych baddVan de Leemkule i in. 1998, Fleischmann 2000,
Kordel i Rdmbke 2001, Hund-Rinke i in. 2002] jakdlecenia norm ISO [ISO 15799:
2003] wskazyj na konieczn& zastosowania przynajmniej jednego testu dlad&p
grupy troficznej organizmaow.

Do oceny wptywu zanieczyszaz@a biotyczne elementy agroekosystemu jako
organizmy testowe najegciej stosowane gsrosliny oraz makro- i mikroorganizmy
[ISO 15799: 2003]. Te ostatnie, ze waljl na swqj duza czutcé¢ jak | bardzo szybk
reakcp na zmiany stansrodowiska, uwaane g§ za najlepsze organizmy wskakowe
[Eijsakers 1994, Torstensson 1997, Van Beelen iDae 1997, Pankhurst i in. 1998].

Testy mikrobiologiczne magby¢ podzielone na kilka poziomow; pierwszy
dotyczy zmian genetycznych i fizjologicznych na ipozie organizmu, drugi poziom
opisuje ca populacg i obejmuje oznaczenia biomasy, oddychanie, lice&bn
populacji oraz zrznicowanie ekologiczne mikroorganizmow. Trzeci pozio
charakteryzuje aktywr$¢é enzymatycza specyficznych grup lub catej populacji
organizmow, zaczwarty poziom opisuje interakcje zachgoz pomedzy organizmami
(np. mikoryza, symbioza bakterii brodawkowych glirami motylkowymi) [Eijsackers
1994, Rossel i in. 1997, Torstensson 1997, Pankinums 1998]. W praktyce reakgj
mikroorganizmow glebowych na obedaozanieczyszcze ocenia s nhajczscie] na
dwoch poziomach: populacii i aktywém [Maliszewska-Kordybach i in. 2000].

W przypadku oceny funkcji siedliskowej gleby w stoku do
mikroorganizmow najcgciej zalecany — ze wzglu na wysok czulas¢ — jest test
polegajcy na oznaczaniu potencjatu nitryfikacyjnego [ISEB[15685: 2001] — Tabela
Il. Test ten pozwala okék¢ potencjallg aktywnad¢ wyspecijalizowanej grupy bakterii

autotroficznych — bakterii utlen@gych amoniak, ktére przeprowadzajierwszy etap
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nitryfikacji. Natomiast drugi etap nitryfikacji (i&nianie azotynbw do azotanow) jest
wynikiem aktywndci bakterii z grupyNitrobacter, ktére wykazuj mniejsz czutas¢ na

zmiany stangrodowiska [Hicks i in. 1990, Van Beelen i Doelm&97].

Tabela .
Zestawy testow ekotoksykologicznych do oceny pasgéinych funkcji gleby.

funkcja organizm test literatura
gleby
rosliny test z rgsa wodrg ISO 15799: 2003
2
3
5 mikroorganizmy| test z bakteriami luminescencyjnymi |1SO 15799: 2003
E" test z glonami Fleischmann 2000
rosliny test hamowania kietkowania nasion i |1SO 15799: 2003
wzrostu rélin Koérdel i Rémbke 2001

Fleischmann 2000

Van de Leemkule i in. 1998
test hamowania wzrostu korzeni ISO 15799: 2003
makroorganizmy test z g¢dzownicami ISO 15799: 2003
Hund-Rinke i in. 2002
Kordel i Rémbke 2001
Fleischmann 2000

Van de Leemkule i in. 1998
test hamowania rozmgania ISO 15799: 2003
skoczogonkéw Hund-Rinke i in. 2002
Kordel i Rémbke 2001
mikroorganizmy| okréenie potencjatu nitryfikacyjnego |I1SO 15799: 2003
Hund-Rinke i in. 2002
Fleischmann 2000
okreslenie mineralizacji i nitryfikacji N | 1SO 15799: 2003

Kordel i Rombke 2001

Van de Leemkule i in. 1998

siedliskowa

okreslenie oddychania Hund-Rinke i in. 2002

mikroorganizméw Koérdel i Rombke 2001
Fleischmann 2000

okreslenie ilosci i aktywndci ISO 15799: 2003

mikroorganizméw z wykorzystaniem
krzywej oddychania

okreslenie biomasy mikroorganizmow | 1SO 15799: 2003
okreslenie symbiotycznego wkania Van de Leemkule i in. 1998
azotu

Kolejnym parametrem zalecanym do oceny funkcji Is&dwej gleb jest oddychanie,
jednak czutéc¢ tego testu (zwtaszcza oddychania podstawowegbllgssé dyskusyjna.
Parametr ten odzwierciedla aktyvgtianetaboliczg catej populacji mikroorganizmow

glebowych (whczapc w to bakterie, promieniowce i grzyby) z tego powaczsto
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mozemy obserwowa wzrost intensywnei oddychania, podczas gdy inne procesy i
aktywna¢ enzymatycznaagszahamowane [Hicks i in. 1990, Rossel i in. 199anV
Beelen i Doelman 1997, Pankhurst i in. 1998, Bdéowalchuk 2001].

Oznaczenia aktywrici enzymatycznej gleb ze wzglu na problemy metodologiczne
oraz stosunkowo nigkczutas¢ rzadko g stosowane do oceny bezwegdhej aktywndci
mikroflory glebowej, cgsto natomiast wykorzystuje esi je w badaniach
ekotoksykologicznych [Eschenbach i in. 1991, Wilk®97, Dick i in. 1996,
Maliszewska-Kordybach i in. 2000, Turek-Szytow 2000aliszewska-Kordybach i
Smreczak 2003]. W dotychczasowych badaniach oddvztia WWA stosowano
najczsciej oznaczenia aktywrsoi dehydrogenaz, fosfataz, proteaz, katalaz i ureaz
[Eschenbach i in. 1991, Mrozowska i in. 1995, Mhteska-Jutsz i in. 1997,
Kucharski i in. 2000, Margesin i in. 2000, Maliszka-Kordybach i Smreczak 2000,
Baran i in. 2004].

W odniesieniu do bezkgowcow glebowych najezciej stosowanessdwa testy:

Z dzdzownicami Eisenia fetidai ze skoczogonkamFplsomia candida— Tabela Il, w
ktorych okrdla sk ich rozmnaanie, biomas lub $miertelng¢. Dzdzownice i
skoczogonki s stosunkowo wrdiwe na wptyw zanieczyszcaechemicznych. Stale
bytujag one w srodowisku glebowym i mag pobierd zwigzki szkodliwe cad
powierzchng ciata lub przez przewdd pokarmowy wraz zsteczkami gleby [ISO
15799: 2003].

Dla oceny funkcji siedliskowej gleby w stosunku islin stosowane gtesty
krétkoterminowe pozwalage na okrélenie wplywu zanieczyszcéena rgliny we
wczesnej fazie ich rozwoju.gS0 najczsciej testy hamowania diuga korzenia [ISO
11269-1: 1993] oraz test hamowania kietkowaniaorasivzrostu rélin [ISO 11269-2:
1995]; wzrost rélin ocenia s} tez czesto w oparciu 0 pomiaswiezej i suchej masy
czesci nadziemnych. Jako gatunki najbardziej czute mecad¢ substancji szkodliwych
w normach ISO wymienianegssz klasy rdélin jednolisciennych — rajgras, owies,
pszenica, gczmiea, sorgo i kukurydza, a z klasy dwidiennych — gorczyca biata,
rzepak, rzepa, rzecha, rzodkiew, koniczyna, satata, pomidor i fagtD 11269-2:
1995]. W badaniach ekotoksycZeoWWA zaleca si stosowanie przynajmniej dwoch
roslin testowych, po jednej z klasy jedno- i dwéglennych.

Poniewa czs$¢ zanieczyszcze dostajcych s¢ do gleb mae ulec z nich
wymyciu i przedosta sie do wod gruntowych lub powierzchniowych konieczeat |

rowniez ocena funkcji retencyjnej gleby (jada@ fazy wodnej) [Blum 1999, ISO 15799:
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2003]. W tym celu najezciej wykorzystuje si nastpujace testy: test hamowania
emisji swiatta przez bakterie luminescencyjN@rio fisheri test hamowania wzrostu
glonéw Scenedesmus subspicatud Selenastrum capricornuturaraz test z rgsg
wodmg (Lemna minagy, w ktérym okréla sk wplyw zanieczyszcze na liczlz,
powierzchng i swieza masg lisci tej rasliny oraz zawarté¢ w nich chlorofilu
[Fleischmann 2000, ISO 15799: 2003].

W oparciu o wyniki testow biologicznych wyliczang \sskaniki toksyczndgci
zanieczyszcze EC, (ang. x % Effect Concentratin czyli skzenie zwjzku
toksycznego, ktoére powoduje x % zahamowanie aktyainob wzrostu organizméw
oraz LOEC (ang.Lowest Observable Effect Concentrajion NOEC (ang. No
Observable Effect Concentratipndpowiednio najriisze i najwysze s¢zenie zwjzku
toksycznego nie powodige istotnej inhibicji aktywngci lub wzrostu organizmow
[Van Straalen i Denneman 1989, Van Beelen i Doelh@97]. Stosowanie walol
LOEC i NOEC jest obecnie krytykowane, bowiem wgetde uznawaneagsza mato
obiektywne ze wzgdu na fakt, 2 zaleza od wielu czynnikbw m.in. od rodzaju
stosowanej metody statystycznej, powtarza&tno wynikbw oraz warunkow
prowadzenia diwiadczeéd [Chapman i in. 1996, Van Beelen i Doelman 199&r8wup
2001].

Testy ekotoksykologiczne najgxiej przeprowadzanegsw laboratoriach w
scisle kontrolowanych warunkach temperatury, wilgatia oswietlenia, pojawia si
wi¢c problem przenoszenia wynikow testow laboratorgingo warunkéw polowych.
Dodatkowo w laboratorium nie by testowanych tylko kilka gatunkow, ndigcych sg
wrazliwoscig na czynniki stresowe, podczas gdy w zanieczyszaecnagkosystemie jest
ich wiele. Wszystko to sktania badaczy do stosowatéw. wspotczynnikow
bezpieczéstwa (ang. safety factors), ktore mag na celu zwgkszenie limitu
bezpieczéstwa dla catej biocenozy [Van Straalen i Dennem@891 Jensen i Folker-
Hansen 1995, Roman i in. 1999]. W zalesci od ilosci dostpnych danych najezciej
przyjmuja one wartéci 10, 100 i 1000 [Jensen i Folker-Hansen 1995r@up 2001].
W oparciu o safety factors’'mazna wyznacz§ przewidywane gtenia zanieczyszcae
nie wywotupce efektu toksycznego (PNOEC - amyedicted No Observed Effect
Concentration — [Van Straalen i Denneman 1989, Jensen i Fdilarsen 1995,
Roman i in. 1999].
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2.3. ODDZIALYWANIE WWA NA ORGANIZMY GLEBOWE

Problematyka zwzana z oddziatywaniem WWA na biotyczne elementy
srodowiska glebowego - mikroorganizmy, begowce i raliny — stala s
przedmiotem badanaukowcOw w okresie ostatnich 15 lat. Uzyskiwangiki s3
czesto niejednoznaczne i wskazuyge wielopiekcieniowe vgglowodory aromatyczne
mog dziata& hamugco [Hund i Traunspunger 1994, Remde i Hund 1994eK-~u
Szytow 2000, Sverdrup 2001, Turek-Szytow i MiksddD2, Kucharski i in. 2004,
Wyszkowska i Kucharski 2004], stymuop [Maliszewska-Kordybach i Smreczak
1997, Matachowska-Jutsz i in. 1997, Zabtocka-Godlewm Buczkowska-Wesotowska
1998, Smreczak i Maliszewska-Kordybach 2003, Baran 2004] lub nie wykazywa
wplywu na organizmy testowe [Eschenbach i in. 19%k i Banks 1993, Mahmood i
Rao 1993, Smreczak 1998]. Wielogmeniowe wgglowodory aromatyczne nie
wystepuja w przyrodzie pojedynczo, dlategazte badaniach zaréwno fitotoksyczad
jak i ekotoksyczngri czgsto stosuje gimieszanin tych zwpzkow [Baund-Grasset i in.
1993, Hund i Traunspunger 1994, Smreczak 1998, dBwer2001, Maliszewska-
Kordybach i Smreczak 2003] lub produkty ropopocredawierajce WWA [Lee i
Banks 1993, Remde i Hund 1994, Mrozowska i in. 198&achowska-Jutsz i in. 1997,
Chaineau i in. 1997, Turek-Szytow i Miksch 2001 cKarski i in. 2004, Wyszkowska i
Kucharski 2004], natomiast rzadziej badany jestywppojedynczych wglowodorow
[Mitchell i in. 1988, Ren i in. 1996, Ping i Tiehggri996, Turek-Szytow 2000, Sverdrup
2001].

2.3.1. Czynniki decydyggre o oddziatywaniu WWA drodowisku glebowym

Oddziatywanie WWA — tak jak i innych zanieczysztze zblizonych
wiasciwosciach — w srodowisku glebowym jest uzaleione od wielu czynnikéw
[Rossel i in. 1997, Smreczak 1997, Pankhurst 11298, Maliszewska-Kordybach
1999]. Zjawisko to wgze st z abiotycznymi i biologicznymi wiaiwosciami gleb,
fizykochemicznymi witaciwosciami zwizkOw oraz ich zawartgia w glebie,
obecndcig innych substancji, czasem oddziatywaniagglewodorow na badane
organizmy oraz z rodzajem receptora (organizmuowesgo) [Hicks i in. 1990,

Maliszewska-Kordybach 1993, Hund i Traunspunger4l9Bnsen i Folker-Hansen
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1995, Gogolev i Wilke 1997, Van de Leemkule i ir@98, Smreczak i in. 1999,
Fleischmann 2000, Sverdrup 2001, Maliszewska-Koadilb i Smreczak 2003,
Klimkowicz-Pawlas i Maliszewska-Kordybach 2003].

Podstawowym czynnikiem warunkgym oddziatywanie zanieczyszdze
chemicznych, w tym WWA, wérodowisku jest ich biodogbnas¢ [Boesten 1993,
Baveye i Bladon 1999, Reid i in. 2000, Sijm i ifQ0D, Sverdrup 2001, Semple i in.
2003]. W zalenosci od dziedziny wiedzy reprezentowanej przez nauwdw
biodostpnas¢ jest r@nie definiowana. Z biologicznego punktu widzeniadmstpna
jest ta frakcja zwizku chemicznego, ktéra me zostd pobrana przez okseny
organizm lub wywoté& efekt toksyczny [Baveye i Bladon 1999, Alexand€0@,
Semple i in. 2003, Harmsen 2004]. W tym znaczemddstpnas¢ jest uzaleniona
przede wszystkim od rodzaju receptora, czasu jeguaktu z zanieczyszczeniem i
drogi pobrania [Boesten 1993, Semple i in. 2003nts@&n 2004]. Chemicy natomiast
za dostpng uwazajg t¢ ilos¢ substancji chemicznej, ktéra w danym czasie w
specyficznych warunkach me desorbow@ z gleby do roztworu glebowego. €to
wiec jako frakcg biodostprg przyjmuje s¢ skzenie danej substancji w fazie wodnej
gleby (wyznaczone lub oznaczone) [Swartz i in. 19&id i in. 2000, Sijm i in. 2000,
Semple i in. 2003]. Jest to g potencjalnie biodogpna frakcja zanieczyszczenia,
ktOra okresla sk czesto metodami ekstrakcji chemicznej [Van Brummeled98,
Baveye i Bladon 1999, Cuypers i in. 2000, Smredzdlrmsen 2001, Harmsen 2004,
Oleszczuk i Baran 2004]. Tak definiowana biogpets¢ maze by uzaleniona od
wiasciwosci gleby m.in. od zawarfgi wegla organicznego oraz od fizykochemicznych
wiasciwosci zwigzkdéw (rozpuszczalrig, lotnas¢, zdolndci sorpcyjne). Informacije
dotyczce zalenosci pomiedzy wiasciwosciami gleb, a biodogpnasciag WWA oraz ich
oddziatywaniem g jednak bardzo nieliczne [Kelsey i in. 1997, Tamgexander 1999,
Krauss i in. 2000, Harmsen 2004].

W odniesieniu do zwizkdw nieorganicznych (makro- i mikroelementy, metal
ciezkie) termin biodos{pnas¢ byt stosowany od dawna, opracowano rowmeetodyki
chemicznego oznaczania frakcji biodgste] tych zanieczyszcaegKabata-Pendias i
Pendias 1999]. Natomiast badania nad chemicznyrtodami okrélania tej frakcji dla
zanieczyszcze typu WWA podgto dopiero w ostatnich latach w kilkusrodkach
naukowych, w tym w Zakladzie Gleboznawstwa Erozppchrony Gruntow IUNG w
Putawach [Alexander 2000, Cuypers i in. 2000, Szaka Harmsen 2001, Hwang i
Cutright 2003, Oleszczuk i Baran 2004].
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Najwazniejszym procesem abiotycznym decyaym o biodosipnasci WWA,

a tym samym o ich toksyczém, jest sorpcja tych zwikow przez gleby — przede
wszystkim przez substagcjorganiczi, ale rownie przez frakcje mineralne gleb
[Chiou 1989, Reid i in. 2000, Sijm i in. 2000, HvganCutright 2003].

Pomkdzy frakch organiczm gleby, a casteczkami wglowodoréw dziatg
ré6znego rodzaju sity umidiwiajace tworzenie si specyficznych wgzan fizycznych i
chemicznych [Chiou 1989, Hicks i in. 1990]. Bkitworzeniu wiazax wodorowych i
oddziatywaniu sit van der Waalsa WWA dostag s¢ do gleby ulegaj szybkiej sorpcji
przez glebow substang organiczg. Jak podaj Jones i inni [1996] oraz Semple i inni
[2003] niektore z tych petzen mogy mie¢ charakter odwracalny, co powoduje
przechodzenie WWA do fazy wodnej gleby oraz almoa ich rozktad i zweksza
dostpnas¢ WWA dla organizméw glebowych. Natomiastegz WWA bardzo silnie
zwigzana przez glebnie podlega procesom desorpcji i pozostaje wjalg) tzw. trwata
pozostaté¢ — Rys. | [Jones i in. 1996].

S
t

¢

2 frakcja podatna na straty w wyniku

n wymywania, ulatniania, biodegradacji itp.
[

e |frakcjabiodostpna

z

W . . e

i frakcja podlegajca desorpciji
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z trwata pozostata

k

u cza

Rys. I. Wptyw czasu na podatitona ekstrakeji biodostpnai¢ zanieczyszcae[Jones
iin. 1996].

Udziat pozostaltci trwale zwipzane] w ogolnej puli WWA zwksza s¢ wraz z
wydtuzeniem czasu kontaktu tych zmkdéw z glela, co prowadzi do tzw. ,starzenia
si¢” (ang aging zanieczyszcze[Hatzinger i Alexander 1995, Nam i in. 1998, Chung
Alexander 1999, Tang i Alexander 1999, Alexande®@ONorthcott i Jones 2000,
Guthrie-Nickols 2003]. Procesy ,starzeniag”sWWA obejmujg ich dyfuzg do
mikroporéw glebowych, podziat poguzy substanegjorganiczig oraz silm sorpcg na
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czgstkach glebowych [Hatzinger i Alexander 1995, Joneés. 1996, Maliszewska-
Kordybach 1999, Alexander 2000, Northcott i Jon8®® Guthrie-Nickols 2003] i
prowadz do zmniejszenia biodaginasci tych zwigzkow.

Intensywnd¢ procesow sorpcji zachoglzych w glebie w znacznym stopniu zateod
warunkow srodowiskowych takich jak wilgotrigé i temperatura. Spadek temperatury
gleby oraz obriienie jej wilgotndci maze zwiksza& zakres sorpcji fizycznej WWA
przez gleb oraz obnia¢ ich rozpuszczalrig i cisnienie par, co ogranicza
biodostpnas¢ tych zwihzkdédw dla mikroorganizmow glebowych oraz ich ulatiga
[Chiou 1989, Maliszewska-Kordybach 1993].

Bardzo istotne znaczenie w procesach sorpcji hgthmkych zanieczyszcae
organicznych ma nie tylko ogdlna zawati@lebowej substancji organicznej, ale i jej
sklad jakdciowy. Z bada Chiou [1989] oraz Piatt'a i Brusseau [1998] wynika
najwickszy zdolndcig sorpcyjm w stosunku do ksenobiotykéw typu WWA
charakteryzyj sic huminy, znacznie mniejgzkwasy huminowe, a najstalaskwasy
fulwowe.

O sorpcji WWA, a zarazem o ich biodgshosci mogy decydowa réwniez
wihasciwosci tych zwihzkow [Hund i Traunspunger 1994, Wild i Jones 199%erdrup
2001]. Sorpcyjne wikxiwosci WWA w stosunku do glebowej substancji organi¢gzne
charakteryzowaneasprzez wspoétczynnik kg [Sabljic i in. 1995, Swartz i in. 1995,
Terytze i in. 1995, Reid i in. 2000]. W praktyce dpisu powinowactwa sorpcyjnego
WWA stosuje sj zamiast wspotczynnika K skorelowany z nim parametrqi (log
Kow) czyli wspétczynnik podziatu oktanol/woda [Bulmanin. 1985, Chiou 1989,
Maliszewska-Kordybach 1993, Sabljic i in. 1995, &wain. 1995].

Reakcja organizméw glebowych na obe&nmanieczyszcze zalery nie tylko
od czynnikéwsrodowiskowo-glebowych i wikiwosci zwigzku chemicznego, ale tak
od czasu kontaktu. Czynnik ten rzadko oceniany yesbadaniach, a publikowane
wyniki bada ekotoksycznéci WWA obejmup testy o zrénicowanym czasie kontaktu
organizm-WWA [Sverdrup 2001, Klimkowicz-Pawlas i Néaewska-Kordybach
2003]. Stabszy efekt toksyczny obserwowany pozs#tym czasie zwrzany jest
zarbwno ze zmniejszaniemgsbiodostpnej frakcji WWA w glebie (w wyniku ich
sorpcji lub rozkiadu) jak i z ,aklimatyzagjorganizméw do obecroi zanieczyszcze
[Carmichael i Pfaender 1997, Macleod i Semple 208&mkowicz-Pawlas i
Maliszewska-Kordybach 2003]. Ten ostatni procesenioy¢ wynikiem uruchomienia

specyficznych mechanizmow adaptacji takich jak:ukgje lub zwékszenie ildci
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specyficznych enzymoéw; transfer gendw lub ich mjetaoraz wzrost populacji
mikroorganizmow bardziej odpornych w stosunku do WW uczestnicacych w
procesach biodegradacji tych zgkéw [Howard i Banerjee 1984, Bleam i Cawthray
1988, Carmichael i Pfaender 1997, Macleod i Serd@@2, Semple i in. 2003].

WWA, ktére nie zostaty zasorbowane nieodwracalmizep glelg lub ktore nie
zostaly usunite ze srodowiska w wyniku proceséw abiotycznych moglega
rozktadowi mikrobiologicznemu [Bleam i Cawthray B&\prill i Sims 1990, Cerniglia
1993, Maliszewska-Kordybach 1993, Wild i Jones 19®Mliszewska-Kordybach
1999, Semple i in. 2003]. Gtowmole w procesach biodegradacji wielogigeniowych
weglowodoréw aromatycznych przypisuje siakteriom, ktore magwykorzystywd te
zwigzki jako jedynezrodio wegla i energii. Zdolné rozktadania WWA, ale tylko na
drodze kometabolizmu (w obedwd innego tatwo dogpnego substratu), wykazuj
rowniez grzyby [Bleam i Cawthray 1988, Cerniglia 1993].ZRad bakteryjny WWA
prowadzi do detoksykacji i catkowitej mineralizazjivigzkdw wyjsciowych, natomiast
w wyniku dziatalndci grzybow — ktore domingjw srodowisku kwanym — dochodzi
do powstania silnie rakotworczych i mutagennychmfoepoksydowych [Heitcamp i
Cerniglia 1987, Bauer i Capone 1988, Maliszewskadilbach 1993, Smreczak 1998].

Mechanizm toksycznego oddziatywania WWA w glebiezendy¢ rézny w
zaleenosci od rodzaju zwjzku, rodzaju organizmu i sposobu jego raraa oraz od
warunkow srodowiska [Van Brummelen i in. 1998]. Przypuszcig se jednym z
gtdwnych mechanizmow oddziatywania agkow organicznych o silnym lipofilowym
charakterze jest ich dziatanie narkotyczne [Sikkenma 1995, Van Brummelen i in.
1998, Lin i in. 2004]. Dziatanie to polega na iaterji WWA z lipidami bton
cytoplazmatycznych organizmow, ktora prowadzi dausazenia struktury bion i
zwickszenia ich przepuszczakw [Sikkema i in. 1995, Lin i in. 2004]. Do wzrostu
toksycznéci WWA moze doprowad# fotoaktywacja tych zwazkéw. Pod wptywem
dziatania promieniowania UV dochodzi bowiem do p@mg wolnych rodnikow, ktore
mog powodowa uszkodzenia struktur biologicznych [Ren i in. 199@n Brummelen
i in. 1998]. Podczas przemian WWA p® dogé réwniez do ich aktywacji
biochemicznej, w skutek czego ulegapne przeksztaiceniu w zywki bardziej
reaktywne tworzce trwate pajczenia z cgsteczkami DNA. Powstate w ten sposob
zwigzki mogy podnost zdolng¢ mutacji oraz dawaefekty kancerogenne i teratogenne
[Namiesnik i Jaskowski 1995, Van Brummelen i in. 1998]. Jednym Zznmmaej

poznanych mechanizmow toksycznego dziatania WWA is zdoIng¢ interakcji z
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receptorami hormondéw, co powoduje zaktocenia ichabwizmu [Van Brummelen i
in. 1998].

Toksyczne oddziatywanie zanieczysatagganicznych typu WWA ma@ by
uzaleznione réwnie od obecnéci w glebie innych substancji chemicznych [Jensen i
Folker-Hansen 1995, Gogolev i Wilke 1997, Smreca®7, Maila i Cloete 2002, Riis i
in. 2002]. Badania Maila i Cloete’a [2002] udowdgnize niejonowe zwizki
powierzchniowo czynne (np. Triton X — 100) majzdolng¢ zwigkszania
rozpuszczalnici WWA oraz ich biodospnasci, przez co wglowodory te mog sta
sie bardziej toksyczne dla §ln. Gogolev i Wilke [1997], Riis i in. [2002] oraz
Maliszewska-Kordybach i Smreczak [2003] wykazali silemie toksycznego
oddziatywania WWA na mikroorganizmy w glebach zamyszczonych metalami
ciezkimi, podczas gdy zwrki te oddzielnie zaaplikowane do gleb nie wywohgva
efektow toksycznych lub powodowaty nieznaczne zavaamie aktywnéci badanych
organizmow. Prawdopodobnie WWA poprzez oddziatywararkotyczne przyczynigj
sie do zmiany struktury i przepuszczadob bton komorkowych bakterii, w wyniku
czego metale ¢ikie tatwiej mog wnika¢ do wretrza komorek mikroorganizmow i
wptywaé na ich funkcje zyciowe. Synergistyczne oddziatywanie tych grup
zanieczyszczenie jest do kaca potwierdzone [Gogolev i Wilke 1997]. Przyjmuje, s
ze dla hydrofobowych zanieczyszézeo dziataniu narkotycznym toksyczgo
mieszaniny rowna i sumie efektow toksycznych pojedynczych gziidw
wchodzcych w jej sklad. Mowimy wéwczas o addytywseotoksyczndci [Swartz i in.
1995, Di Toro i in. 2000, Sverdrup 2001, Lin i 2004]. W przypadku WWA, ktére w
srodowisku glebowym wyspuja zawsze w postaci mieszaniny, brak jest jednak

dotychczas danych naukowych potwierdeggh (lub negujcych) to przypuszczenie.

2.3.2. Oddziatywanie WWA na fliny

Nieliczne badania zwrane z oddziatywaniem WWA na simy dotycz
najczsciej raslin w pocatkowej fazie rozwoju [Mitchell i in. 1988, Gong m.i 2001,
Sverdrup 2001, Turek-Szytow i Miksch 2001, SmreczaWaliszewska-Kordybach
2003]. Reakgj roslin okresla sk zazwyczaj w oparciu o pomiar kietkowania, di&gjo
korzenia, biomasy #tin i dtugosci todygi [Mitchell i in. 1988, Baund-Grasset i in.
1993, Kumerova i in. 1995, Ren i in. 1996, Smreck888, Maliszewska-Kordybach i
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Smreczak 2000, Gong i in. 2001, Sverdrup 2001, KF&=zytow i Miksch 2001, Maila i
Cloete 2002, Smreczak i Maliszewska-Kordybach 200Bstety uzyskiwane wyniki
s3 niejednoznaczne, stwierdzano zarowno hamowanigchdil i in. 1988, Baund-
Grasset i in. 1993, Chaineau i in. 1997, SmrecZ2#81 Gong i in. 2001, Sverdrup
2001, Turek-Szytow i Miksch 2001, Maila i Cloete02) jak i stymulagi wzrostu
badanych rélin [Kummerova i in. 1995, Maliszewska-KordybactSmreczak 1999,
Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2000]. W niektérygprzypadkach nie
obserwowano Zazadnych istotnych efektow [Ren i in. 1996, Smreczilaliszewska-
Kordybach 2003]. Wyniki tych badauzalenione byty najczsciej od wiagciwosci
WWA [Baund-Grasset i in. 1993, Kummerova i in. 19%verdrup 2001, Smreczak i
Maliszewska-Kordybach 2003], zawaito tych zwpgzkow w glebie [Mitchell i in.
1988, Ren i in. 1996, Maila i Cloete 2002], rodzayfliny [Mitchell i in. 1988, Baund-
Grasset i in. 1993, Chaineau i in. 1997, Gong 12801, Sverdrup 2001] oraz od
wiasciwosci badanych gleb [Maliszewska-Kordybach i Smrec28R0]. Wyznaczone
wskazniki toksyczndci (EC — x % effect concentratiorbyly bardzo zrénicowane;
wartasci EG,o miescity si¢ w zakresie od 22 do 1300 mg nadtgby, a EGyod 30 do
4300 mg-kg [Mitchell i in. 1988, Baund-Grasset i in. 1993, lidaewska-Kordybach i
Smreczak 2000, Sverdrup 2001].

Wplyw WWA na raliny dojrzate oceniano analizig gtownie wielkd¢ ich
plonu. Raliny dojrzale wykazuyj na ogot wgksza odpornd¢ na zanieczyszczenie
srodowiska w poréwnaniu z pogitkows faza wzrostu, zagadnienie to w odniesieniu do
WWA jest jednak stabo opisane w literaturze [Hun@raunspunger 1994, Smreczak
1998]. Wedlug Smreczak [1998] zanieczyszczenie yglelaszczystej mieszanind
WWA (fluoren+antracen+piren+chryzen) na poziomied Iigkg” nie wptywa na
wielkos¢ plonu marchwi i gorczycy, hamuje natomiast wzrkgtzenia pierwotnego

jeczmienia, kukurydzy i gorczycy.

2.3.3. Oddziatywanie WWA na mikroorganizmy glebowe

Badania dotycxre oddziatywania WWA na mikroorganizmy glebowe
przeprowadzano przewaie na dwoch poziomach: populacji i aktywoin Na poziomie
populacji okrélano: liczebné¢ bakterii i grzybow [Maliszewska-Kordybach 1992 ele
i Banks 1993, Mahmood i Rao 1993, Maliszewska-Kbetyh i Smreczak 1997,
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Zabtocka-Godlewska i Buczkowska-Wesotowska 1998}zebna¢ pierwotniakow
[Sverdrup 2001], oddychanie mikroorganizmoéw [Esddset i in. 1991, Hund i
Traunspunger 1994, Remde i Hund 1994, Ping i TighE®96, Margesin i in. 2000,
Hollender i in. 2003] oraz biomaorganizmow glebowych [Margesin i in. 2000]. Na
poziomie aktywnéci oceniano wptyw WWA gtéwnie na aktywgibenzymatycza gleb
charakteryzujca aktywna¢ catej populacji mikroorganizmow glebowych. Najgzej
badano aktywn@& dehydrogenaz [Eschenbach i in. 1991, Wilke 199qcHarski i in.
2000, Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2000, Ti@8elktow 2000, Klimkowicz-
Pawlas 1 Maliszewska-Kordybach 2003, Baran i in.040 amylaz i proteaz
[Mrozowska i in. 1995, Matachowska-Jutsz i in. 1p9ipaz, katalaz i ureaz [Margesin
i in. 2000] oraz fosfataz kwaej i zasadowej [Maliszewska-Kordybach i Smreczak
2003, Baran i in. 2004]. Wptyw WWA na poziomie aktyosci okreslano rownie w
stosunku do specyficznych grup organizmow glebowycheguty w odniesieniu do
bakterii nitryfikacyjnych. Jednak w literaturzensje niewiele danych z tego zakresu
[Hund i Traunspunger 1994, Remde i Hund 1994, Pifigheng 1996, Sverdrup 2001,
Kucharski i n. 2004].

Wyniki bada dotyczacych wplywu WWA na mikroorganizmy gs rownie
niejednoznaczne jak w przypadkuslin. Stwierdzano zaréwno inhibigj[Hund i
Traunspunger 1994, Mrozowska i in. 1995, Ping ih&my 1996, Maliszewska-
Kordybach i Smreczak 1997, Wilke 1997, Turek-Szyt@®00, Sverdrup 2001,
Wyszkowska i Kucharski 2004], jak i stymulac[Maliszewska-Kordybach 1992,
Mahmood i Rao 1993, Maftachowska-Jutsz i in. 199&btdcka-Godlewska i
Buczkowska-Wesotowska 1998, Sverdrup 2001, Barem 2004] lub brak zmian w
aktywnasci mikrobiologicznej gleb [Eschenbach i in. 199&eli Banks 1993, Remde i
Hund 1994, Ping i Tieheng 1996]. Tylko w niektoryprzypadkach [Wilke 1997,
Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2000, Turek-Szyt@@00, Sverdrup 2001]
wyznaczono wskaniki toksyczndci EC,. Uzyskiwane warti wskanikdw miescity
sie w szerokim zakresie gten, 50 % zahamowanie aktyw§w mikroorganizmow
(ECso) stwierdzano przy zawatoi WWA w granicach 0,4 do 660 mg-kdTurek-
Szytow 2000, Klimkowicz-Pawlas i Maliszewska-Kordh 2003]. Zrénicowane
oddziatywanie wielopigcieniowych wglowodoréw aromatycznych zw#dane byto
zaroéwno z ich wiciwosciami [Mahmood i Rao 1993, Turek-Szytow 2000, Swapd
2001] i zawartécig w glebie [Remde i Hund 1994, Ping i Tieheng 1986lke 1997,
Sverdrup 2001] jak i czasem oddziatywania [Eschehbain. 1991, Klimkowicz-
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Pawlas i Maliszewska-Kordybach 2003, Maliszewskaeigbach i Smreczak 2003].
Przy ocenie reakcji mikroorganizméw na zanieczysagz gleb przez WWA istotne jest
rowniez okreslenie wpltywu widciwosci gleb, zagadnienie to jak dotychczas
uwzgkdnione byto w badaniach w bardzo ograniczonym za&rgMaliszewska-
Kordybach 1992, Maliszewska-Kordybach i Smreczad20

2.4. KRYTERIA OCENY JAKO SCI GLEB ZANIECZYSZCZONYCH PRZEZ
WWA

Dotychczasowe kryteria oceny poziomu zanieczysZezegleb zwgzkami
organicznymi uwzgidniaty przede wszystkim ochreredrowia cztowieka, zwracano
uwag na naraenie cziowieka w wyniku bezpeedniego kontaktu z glablub w
wyniku spaycia zanieczyszczoneywnosci. Aktualne wymagania w tym zakresigzd
do ochrony wszystkich biotycznych elementoéw agregktemu. Przy ustalaniu tzw.
.wartosci granicznych” okréajacych limity zawartéci WWA w glebach nie
powodupcych skutkdw ekologicznych niegine g informacje o toksyczrioi tych
zZwigzkdéw w stosunku do organizméw glebowych. Jednakmjeist zbyt mato danych
Z tego zakresu. W oparciu o istaigg w literaturze informacje Amerykska Agencja
Ochrony Srodowiska zaproponowata ,graniczne zawsésid roznych zwazkow
chemicznych w glebach (andecological Soil Screening Level Eco-SSL), ktore
chrong receptory ekologiczne [US EPA 2000]. Jako orgamiztestowe wybrano
organizmyzyjace stale w glebie, bytage na jej powierzchni lub mgje kontakt z gleb
tylko okresowo. Byly to: mikroorganizmy, bezkowce, réliny, ptaki i zwierzta.
Niestety w przypadku gleb zanieczyszczonych przeé#/ANniewystarczajca ilosé
wiarygodnych danych z literatury unieatiovita ustalenie odpowiednich waa Eco-
SSL dla wekszasci wybranych organizmow [US EPA 2000]. ¥YWietle powy:szych
informacji (zbyt mata ilé¢ danych ekotoksykologicznych) celowe wydaje siiec
prowadzenie bada pozwalagcych oceni ryzyko zwhpzane z oddziatywaniem
zanieczyszczeorganicznych wsrodowisku glebowym, zwitaszcza w stosunku ddimo
i mikroorganizméw glebowych. Wyznaczone w oparciwymiki tych bada wskaniki
toksyczndci zanieczyszcze mogy zost& wykorzystane przy oks&niu kryteriow

jakaosci gleb (SQC — andsoil Quality Criterig oraz przy opracowywaniu wskazéwek,
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zalecd i regulacji prawnych dotyezych oceny stanu zanieczyszczenia glelyzkami

chemicznymi.

Tabela Ill. Kryteria oceny zawao WWA w glebach.

Zawartg¢ WWA
Kraj (mg-kgh) Gleba Uwagi
> WWA BaP (% SOM)*

Dania <1 ochronasrodowiska glebowego

(propozycjé [Jensen i Folker-Hansen 1995]

Holandia <1 < 0,025 10 poziom naturalny

{feg- pravme) > 40 10 konieczn@é podicia dziata
[VROM 1995]

Niemcy <0,5 <0,05 zawartd¢ naturalna

(reg. prawne) <10 <1 ochrona obszaréw rolniczych
[Trenckiin. 1994]

Polska <1 zawartd¢ naturalna dla terenéw

(reg. prawne) chronionych i gleb
uzytkowanych rolniczo
[Rozp. Min.Srod. 2002]

Wielka Brytania | > 500 koniecznd¢ rekultywacji —

(reg. prawne) ogrody, tereny rekreacyjne
[Jones iin. 1996]

*) zawartc¢ substancji organicznej w glebie (aigpil Organic Matter)BaP — benzo(a)piren.

Kryteria oceny jakéci gleb mog by¢ ujete w regulacje prawne [Trenck i in.
1994, VROM 1995, Jones i in. 1996, Rozp. Migrod. 2002]. W Tabeli Il
przedstawiono graniczne wasth WWA, ktére mana znalé¢ w zaleceniach lub
regulacjach prawnych zéych krajéw. Jednym z czynnikow, ktére w istotnyospb
determinug ustalanie SQC jest sposobytkowania ze wzgidu na funkcje gleby. | tak
np. istniejce dotychczas regulacje holenderskie dajgezkontroli jakdci gleb i wod
[VROM 1995] oparte zostaty na tzw. poftdy wielofunkcyjnym, ktore zakiladato
ustalenie jednej warfoi granicznej zanieczyszazella wszystkich gleb niezaleie od
sposobu ich zytkowania. Poniewa zasada ,wielofunkcyjri@i” gleby jest bardzo
kosztowna i trudna do realizacji w praktyce, w tEta czasie zacto uwzgkdniat
kweste przydatnéci gleby do okrédonego sposobuzaytkowania (angfitness for use
Podobne podégie do zagadnie oceny jakéci gleb (uwzgtdniajpce kategoxi
wykorzystania terenu) stosowane jest w takich kiaja&uropejskich jak Niemcy
[Trenck i in. 1994], Wielka Brytania [Jones i in996] i Polska [Rozp. MinSrod.
2002]. Niektore regulacje prawne bjgrod uwag rowniez wiasciwosci gleby [Trenck i
in. 1994, Van de Leemkule i in. 1998, Rozp. Minod. 2002], ktére magdecydowa
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0 biodos¢pnasci zanieczyszcze W Niemczech i Holandii uwzgginiana jest struktura
gleby oraz zawartg substancji organicznej [Trenck i in. 1994, Vanlagemkule i in.
1998]. Natomiast w obowzujacym w Polsce Rozpogdzeniu MinistraSrodowiska z
dnia 9 wrzénia 2002 r. [Dz. U. Nr 165, poz. 1359] w sprawianstardow jakeci gleby
oraz standardoéw jakoi ziemi obok sposobuzytkowania terenu uwzgtiniono réwnie
gfebokas¢ warstwy i wodoprzepuszczalitogruntu (ochrona funkcji retencyjnej gleby).
W przypadku gleb iytkowanych rolniczo jako warstwpowierzchniow przyjeto
warstwe 0 — 30 cm, a nie jak dotychczas stosowangtozw badaniach gleb, warstw
0 — 20 cm. W grupie substancji organicznych ueagiono m.in. wielopieitieniowe
weglowodory aromatyczne (9 zyakéw oraz ich sug). Podane w Rozpogdzeniu
.wartosci standardowe” wprowadzgj arbitralnie podziat gleb 1 ziemi na
niezanieczyszczone (zawaito zanieczyszcze < wartgci standardowe)) i
zanieczyszczone (zawasto zanieczyszcze > wartagci standardowej). Praktyczne
wskazowki utatwiajce wprowadzenie wycie w/w Rozporzdzenia zawarte gssw
opracowanych przez IUNG wytycznych dotycych wyznaczania obszardw, na
ktorych przekroczonegsstandardy jakéi gleb [Stuczyski i in. 2004].

Niestety obecna redakcja Rozpgizenia zawiera niedoktad§m i btedy np. w grupie
WWA umieszczono benzo(a)fluoranten, zeek nie wystpujacy w glebie. Ponadto nie
sprecyzowano czy podana w Rozpgizeniu suma zawado WWA odnosi s¢ do 9
Zwigzkoéw podanych w tabeli czyAgest sum 13 lub 16 wglowodoréw najczsiciej
oznaczanych w laboratoriach. Z uwagi na w/wscigosci prawidtowa interpretacja
wynikow bada dotyczcych zawartéci WWA w Srodowisku glebowym jest
utrudniona.

Przeprowadzony przegl pismiennictwa naukowego wskazujee zagadnienie
wplywu zanieczyszcze organicznych (w tym WWA) na biotyczne elementy
ekosystemu glebowego wymaga jeszcze wielu ihaDatyczy to gtdwnie zalaosci
oddziatywania WWA od wisciwosci weglowodorow i widciwosci badanych gleb oraz

wyznaczania wskanikdw toksycznéci tych zanieczyszczie
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3. MATERIALY | METODY

3.1. MATERIALY

3.1.1. Materiat glebowy

W badaniach wykorzystano materiat glebowy pobranypaziomu orno-
préchnicznego (0 — 20 cm) glelaytkowanych rolniczo oddalonych adddet emisji
WWA z terenu wojewodztwa lubelskiego. Wybrano 12bg(oznaczonych w dalszej
czeSci pracy symbolami S1 — S12) reprezemtyph siedem typdw najegciej
wystepujacych na terenie Polski (gleba rdzawa — S1; glebwpt— S4, S5, S11; gleba
brunatna — S3; mada — S8; czarne ziemie — S6,rgdfiny — S2, S7, S9; czarnoziem —
S12). Gleby te charakteryzowaly ¢si zré&znicowanymi — widciwosciami
fizykochemicznymi. Uwzgidniono trzy grupy granulometryczne gleb mineralnych
piaski (S1 — S5), gliny (S6 — S10) oraz pyly (S18X2) o zranicowanej zawarkei
wegla organicznego (&) od 0,55 % do 3,21 % i o odczynie od kwago (phci=4,5)
do obogtnego (phci=7,0).

Pobrany materiat glebowy przeniesiono do laboratorigdzie zostat wysuszony w
temperaturze pokojowej, a ngstie przesiany przez sitoscednicy oczek 2 mm.
Wiasciwosci fizykochemiczne materiatdow glebowych podano wbédla 1.

Metody analiz materiatu glebowego opisano w podzad 3.3.1.

3.1.2. Wielopiefcieniowe wglowodory aromatyczne

Do bada wybrano cztery wglowodory: antracen, fenantren, piren i chryzen z
grupy 16 WWA zalecanych do badaprzez Amerykaska Agencg Ochrony
Srodowiska [ATSDR 1990]. Wybor ten podyktowany bylzgm zréznicowaniem ich
wiasciwosci fizykochemicznych (Tabela 2) oraz ich ¢sym wystpowaniem w
srodowisku glebowym [Mackay i in. 1992, Sabljic i i995]. WWA wprowadzano do
gleby w postaci roztworu w chlorku metylenu (&Hb). Przez rozpuszczenie 5 ¢
odpowiedniego wglowodoru w 1000 ml CkCl, otrzymano roztwor podstawowy (C),
ktéry nasgpnie rozciéczano uzyskuaic roztwory A o sizeniu 50 mg-L'i B o stzeniu
500mg- L%,
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Tabela 1. Charakterystyka materiatu gleboweggago do bada

Wiasciwosci Materiat glebowy (symbol gleby)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12
skt. granul. ps pal pal pal pgm gl glp gs gc gc ptg ph
fr <0,002 mm 2 2 5 3 8 13 14 32 35 12 6 15
fr <0,02 mm 10 12 15 14 20 29 33 46 66 55 35 49
SOM? 0,95 1,79 1,25 1,09 1,2 2,89 2,64 2,63 3,07 414 591, |554
Corg” 0,55 1,04 0,72 0,63 0,7 1,68 1,54 1,53 1,78 2,4 20,9 | 3,21
PHkcl 52 6,9 55 54 6,4 6,6 7,0 6,9 6,8 4,5 5,8 7,0
Hh*® 1,35 0,45 2,62 2,03 1,43 1,80 1,13 1,05 0,30 323 801 |0,68
P,Os° 76,0 28,0 17,0 9,3 54,2 29,0 20,8 5,6 2,7 27,2 14,6|104,0
K0°® 8,8 12,0 16,0 11,3 34,8 56,6 43,9 14,4 29,2 37,0 ,312 |131
Mg | 1,7 6,3 2,0 59 8,4 16,4 17,4 5,2 4,2 16,2 9,4 15,7
Nog ° 0,039 0,130 0,100 0,070 0,070 0,118 0,099 0,114 280,1 | 0,150 0,110 0,240
C:N 14,1 8,0 7,2 9,0 10,0 14,2 15,4 134 13,9 16,0 8,4 (134
ca'’ 2,29 27,19 2,24 1,75 6,49 9,23 10,73 31,68 4493 48 9, |4,99 24,95
Mg** * 0,31 0,94 0,26 0,66 0,95 1,56 2,53 1,15 1,15 201 ,730 2,25
K* " 0,32 0,74 0,51 0,38 0,87 1,25 0,83 0,78 2,12 1,17 610 0,65
Na' " 0,1 0,19 0,06 0,06 0,13 0,13 0,13 0,29 0,32 0,16 100, |0,19
WHC' 28,0 26,0 30,0 30,5 31,6 35,9 37,3 40,1 43,3 453 7,03 |43,0

3 zawartd¢ substanciji organicznej (%) (aroil Organic Mattey; °/ zawartdé wegla organicznego (%5, kwasowd¢ hydrolityczna (cmol[+]- kd); ¥/ zawartdé fosforu przyswajalnego
(mg-100g); ¢ zawartdé potasu przyswajalnego (mg-100g "/ zawarté¢ magnezu przyswajalnego (mg-1d0g¥ zawarté¢ azotu ogdlnego (%) zawarté¢ kationdw
wymiennych(cmol[+]- k§}); '/ catkowita pojemn& wodna (%) (angwWater Holding Capacity
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Ge

Tabela 1. Charakterystyka materiatu glebowegygago do badac.d..

wihasciwosci Materiat glebowy (symbol gleby)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12
DH 40,8 45,1 9,4 38,0 39,7 70,1 95,5 94,2 91,2 75,6/ ,951 |109,0
oD* 5,8 50 2,9 4,6 5,7 4,5 4,1 6,6 31 6,0 8,8 7,1
NIT' 0,84 1,36 0,39 0,94 0,80 5,76 2,99 4,27 4,05 1,10 ,26 0 | 3,37
WWA "
Fluoren 0,041 0,041 0,041 0,041 0,021 0,041 0,021 0,041 410,0 | 0,041 0,041 0,041
Fenantren 0,024 0,034 0,028 0,046 0,015 0,048 0,075 0,043 260,0 | 0,021 0,144 0,034
Antracen 0,017 0,070 0,073 0,101 0,010 0,195 0,049 0,051 170,0| 0,018 0,050 0,124
Fluoranten 0,041 0,057 0,041 0,043 0,045 0,042 0,039 0,038 500,0 | 0,042 0,039 0,042
Piren 0,020 0,044 0,020 0,023 0,048 0,022 0,036 0,015 350,0| 0,021 0,016 0,021
Benzo(a)antracen | 0,005 0,007 0,004 0,007 0,018 0,005 0,017 0,002 100,0 | 0,005 0,002 0,004
Chryzen 0,011 0,014 0,011 0,014 0,017 0,012 0,017 0,009 1%50,0 0,011 0,009 0,009
Benzo(b)fluoranten | 0,030 0,043 0,025 0,036 0,051 0,029 0,044 0,022 45,0 | 0,031 0,022 0,026
Benzo(k)fluoranten | 0,032 0,037 0,031 0,034 0,027 0,032 0,026 0,030 380,0 | 0,032 0,030 0,032
Benzo(a)piren 0,015 0,037 0,008 0,020 0,054 0,013 0,047 0,005 350,0| 0,013 0,005 0,013
Indeno(1,2,3-cd)piren 0,022 0,039 0,005 0,028 0,081 0,015 0,049 0,004 610,0 | 0,021 0,005 0,013
Dibenzo(a,h)antracen 0,005 0,006 0,002 0,006 0,012 0,003 0,008 0,002 100,0 | 0,005 0,003 0,003
Benzo(ghi)perylen | 0,021 0,029 0,012 0,028 0,052 0,017 0,082 0,010 430,0| 0,021 0,011 0,015
> 13 WWA 0,285 0,458 0,303 0,427 0,452 0,477 0,460 0,274 270,4 0,283 0,377 0,377

I/ aktywndi¢ dehydrogenazpg TPFg s.m’); ¥/ intensywné¢ oddychania g CO»g s.m:>h?); / potencjat nitryfikacji t,g NO,-g s.m:
weglowodoréw aromatycznych (mg-Kg

); M zawart@é wielopiegcieniowych
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W celu otrzymania roztworéw D i E rozpuszczono asligalinio 12,5 i 25 g WWA w
1000 ml chlorku metylenu. Tak przygotowane roztwprgechowywano w ciemsoi
w temperaturze 4 °C. Zadozowanie do probek glelpowiednich iléci (2 lub 4 ml —
Seria | i 6 ml — Seria IlI) roztworéw A, B, C, D i pozwalalo na uzyskanie
nastpujacych pozioméw zanieczyszczenia gleb:

Al 1 mg-kgt — odpowiadajcy granicznej zawarksi sumy 9 WWA w glebach
uzytkowanych rolniczo (warstwa 0 — 30 cm) wg regulgmawnych w Polsce
[Rozp. Min. Srod. DzU Nr 165 2002] i w Holandii [VROM1995] oraz
ekotoksykologicznemu kryterium zawaito WWA w glebach wg propozycji
dunskiej [Jensen i Folker-Hansen 1995].

B/ 10 mg- kg — odpowiadajcy granicznej zawarigi WWA w glebach, powsej ktorej
wzrost rélin moze by nieprawidtowy wg zaleaeniemieckich [Trenck i in. 1994].

C/ 100 mg- kg — odpowiadajcy granicznej zawarfsi WWA w glebach na terenach
przemystowych wg zalegeniemieckich [Trenck i in. 1994].

D/ 500 mg-k§ — odpowiadajcy granicznej zawarfsi WWA dla gleb
wykorzystywanych rolniczo, powyj ktérej istnieje konieczr$é ich rekultywacji —
wg zalecé angielskich [Jones i in. 1996].

E/ 1000 mg-kj - odpowiadajcy granicznej zwarkwi WWA dla terenéw

rekreacyjnych wg zaleéaeangielskich [Jones i in. 1996].

Tabela 2.
Charakterystyka wielopigtieniowych wglowodoréw aromatycznych zastosowanych
w badaniach.

Wiasciwos¢ Antracen Fenantren Piren Chryzen
(Ant) (Fen) (Pir) (Ch)
Liczba piekcieni 3 3 4 4
S o Q0
Masa 178 178 202 228
czgsteczkowa
Ru (ngL™H?! 45 1300 132 2
Log Kow? 4,54 4,57 5,18 5,86
Log Koe® 4,27 4,28 4,66 5,51
TEF 0,01 0,001 0,001 0,01

1) Ry - rozpuszczalnig w wodzie [Mackay i in. 1992]; 2) K, — wspoiczynnik podziatu oktanol/ woda
[Mackay i in. 1992]; 3) K. — wspoétczynnik podziatu ggiel organiczny/ woda [Sabljic i in. 1995]; 4)
TEF — wspoiczynnik toksyczidsoi WWA wzgledem benzo(a)pirenu [Nisbet i LaGoy 1992].
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Ze wzgkdu na faktze srodowisko glebowe zasadniczo nigdy nie jest zawy®ozzone
pojedynczymi wglowodorami [Wild i Jones 1995, Maliszewska-Kordghdl999] do
doswiadczeé uzyto rowniez mieszaniny WWA. Zatenie od szczegétowego celu bada
zastosowano mieszagirirzech (antracen, fenantren, piren) lub cztereatirécen,
fenantren, piren, chryzen) eglowodoréw. Dodanie do probek gleby po 6 ml
mieszaniny 3 WWA (roztwory B, C i D) pozwolito u&& nastpujace poziomy
zanieczyszczenia: 10, 100, 300 i 500 md- kg 3,3, 33, 100 i 167 mg-Kgkazdego
WWA), w przypadku mieszaniny 4 WWA poziomy zanieszgzenia byty nagpujace:
10, 100, 400, 500 i 1000 mg-kgleby (tj. 2,5, 25, 100, 125 i 250 mg-kgazdego

zZwigzku).
3.1.3. Organizmy testowe
3.1.3.1. Réliny

Do bada fitotoksyczndci WWA wytypowano trzy réliny: jedrg z klasy
jednoligciennych — pszenge(Triticum aestivuni.) oraz dwie z klasy dwuiciennych —
rzepak Brassica napus.) i pomidor (ycopersicon esculentuMiller). Wyboru ralin
dokonano ze wzgtu na przynatenos¢ do r&nych klas systematycznych zgodnie z
zaleceniami normy I1SO 11269 [1995]. Te samslimg byly stosowane we
wczeniejszych badaniach przeprowadzonych w Instytuciprawly Nawaenia i
Gleboznawstwa w Putawach [Maliszewska-Kordybacmreezak 1999, Maliszewska-

Kordybach i Smreczak 2000], co dawatoAiwosé porownania wynikow.

3.1.3.2._Mikroorganizmy

Aktywnos¢ mikrobiologiczry gleb oceniano w oparciu o pomiar trzech
parametrow:
- intensywngci oddychaniawyrazonej iloscia wydzielonego C@ bez wzbogacania
gleby w sktadniki pokarmowe (oddychanie podstawowe}t to pomiar niespecyficzny
i odzwierciedla aktywn@& metaboliczp catej populacji mikroorganizmow glebowych.
- aktywndci dehydrogenazaktywna¢ ogolna), ktora charakteryzuje fizjologicznie
aktywrng biomasg mikroflory glebowej whczapc w to zaréwno bakterie, grzyby jak i

promieniowce.
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- potencjatu nitryfikacji (aktywna¢ specyficzna), ktory odzwierciedla aktywsdo
specyficznej grupy mikroorganizméw glebowych, baktaitleniajagcych amoniak.
Mierzono pierwszy etap nitryfikacji autotroficznejglebach .

Metodyki oznaczania parametrow biologicznych opisarpodrozdziale 3.3.3.
3.2. METODYKA PROWADZENIA DO SWIADCZE N
Badania obejmowaty dwie seriegaadczé laboratoryjnych:
- Seria I: ocena wptywu WWA na gliny (pkt 3.2.1.),
- Seria Il: ocena wptywu WWA na mikroorganizmy glelmo{pkt 3.2.2.).

Schemat prowadzenia doiadczeé przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Schemat prowadzenigwiadczeé.

Seria | - réliny Seria Il — mikroorganizmy
(n=2) (n=2)
czynniki poziomy poziomy
gleby 3 9
(S1, S9, s10) (S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S11, S12)
wwAa 4(+1) 4(+2)
(Ant, Fen, Pir, Ch, (Ant, Fen, Pir, Ch,
___________________________________________________ B E3WWATAWWA)
zawartg¢ WWA (mg-kgh) 5 5
(0, 10, 100, 500, 1000) (0, 1, 10, 100, 500)
rodiny 3
(pszenica, pomidor, rzepak)
czas@n) T 2
(7 lub 14) (7i15)
mierzone parametry 4 3
diugas¢ todygi (£d), aktywnas¢ dehydrogenaz (DH),
dtugas¢ korzenia (Kd), intensywnd¢ oddychania (OD),
sucha masa ¢g&ci nadziemnych (SM), potencjat nitryfikacji (NIT)

swieza masa agci nadziemnych (SwM)
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3.2.1. Ocena wplywu WWA na fliny

W badaniach wptywu zanieczyszczenia gleby sénmpuwzgledniono raliny w
pocztkowym stadium ich rozwoju zgodnie z metodybodam w normie 1ISO 11269
[1995]. W plastikowych pojemnikach o ebjsci okoto 150 ml (gérnd@rednica okoto
80 mm) umieszczano po 100 g powietrznie suchejygldb ktdérej dodawano antracen,
fenantren, piren, chryzen w #ic 10, 100, 500 i 1000 mg-Kglub mieszania tych
zwigzkéw w ilosci 10, 100, 500 i 1000 mg-Kg(tj. po 2,5, 25, 125 i 250 mg-Kg
kazdego zwizku). Weglowodory dodawano w formie roztworu w chlorku meby.
Do probek kontrolnych dodawano chlorek metylenulayci odpowiadajcej kazdej z
zastosowanych dawek (2, 4 ml 100gPo 24 h od wprowadzenia WWA do gleby (czas
potrzebny do odparowania rozpuszczalnika) probkebygl doktadnie mieszano, a
nastpnie uwilgotniano do poziomu 55 % petnej pojesuiovodnej. Po nawideniu
gleby wysiewano nasiona wybranycl$lio (10 nasion/pojemnik). WcZnmiejsza ocena
wykazata zdoln& kietkowania nasion ghin testowych >95 %. Testy przeprowadzano
w warunkach laboratoryjnych, w temperaturze pok@&p{20-22C) przy Gwietleniu
naturalnym trwajicym 12-16 godzin/dzie Poziom wilgotnéci kontrolowano
codziennie sprawdzg ciezar kilku wybranych pojemnikéw z kdej kombinacji.

Ocere oddziatywania WWA na @&iny oparto na pomiarach czterech
parametrow:

- dlugdsci korzenia pierwotnego (Kd),

- dlugdsci todygi (Ld),

- Swiezej masy cgsci nadziemnych (SwM),

- suchej masy &%ci nadziemnych (SM).

Dlugos¢ korzenia okrélano poprzez pomiar najdiszego korzenia od jego kca do
granicy hypokotyl — korze pomiaru dokonano w ten sam sposob dla wszystkich
badanych rdin. Dlugos¢ todygi w przypadku pszenicy odzwierciedlata distgamd
pocztku zdzbta do kaica najdiiszego lécia, w przypadku pomidora i rzepaku dtggo
lodygi do pierwszej parydci wiasciwych. Pomiaru dokonano z doktade® do 1 mm.

Swieza mag dla wszystkich rélin okreslano przez zwzenie nadziemnych
czesci roslin bezpdrednio poscieciu, nasgpnie raliny suszono w temperaturze 8G
przez 24 h i wzono okrdlajagc w ten sposob sughmasg czsci nadziemnych. Pomiaru
SwM i SM dokonano z doktadécia do 0,0001 g.
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Pomiaréw dokonywano po 7 dniach dla rzepaku i paldich dla pszenicy i
pomidora. Dhugé¢ okresu wzrostu dla poszczegélnychliro ustalono na podstawie
Metodyki oceny nasiojDorywalski i in. 1964].

Wyniki wyrazono dla kadego powtorzenia jakdredni arytmetyczn z 6
pomiarow,po 2 raliny najdtuzsze i 2 najkrétsze odrzucano.

Caly cykl dawiadczeé w tej serii obejmowat 225 kombinacji (glebaklina/ WWA/
poziom WWA), kada w dwoch powtérzeniach (2 x 225 = 450 kombinacji)

Zastosowany w Serii | materiat glebowy pochodzitzech gleb: S1, S9 i S10.
Podstawowe wigiwosci tych gleb zasadniczo odpowiadaty zaleceniom not80
11269 [1995], niemniej zawa’® wegla organicznego oraz gxi sptawialnych w
glebach S9 i S10 byta nieco wsza od goérnego zakresu podanego w normie, natomiast

wartas¢ pH gleby S10 byta ponej zakresu tej normy (Tabela 1).

3.2.2. Badanie wptywu WWA na aktywsiomikrobiologiczry gleb

Suche préobki gleb przesiewano przez sitovannicy oczek 2 mm, nagtnie 100
g probki umieszczano w szklanych zlewkach o pojeminokoto 400 ml. Do tak
przygotowanych probek dodawano, starannie mieszaj

a) roztwory pojedynczych WWA (antracenu, fenantrepivenu i chryzenu w
chlorku metylenu) w takiej ikxi, aby zawart& kazdego weglowodoru w glebie
odpowiadata 1, 10, 100 i 500 mg-kg

b) roztwdr mieszaniny 4 zwgakow w ilosci odpowiadajcej 10, 100, 400 i 500
mg-kg' gleby (4. 2,5, 25, 100, 125 mg-kgazdego zwizku) lub roztwér mieszaniny 3
zwiazkéw w ilosci 10, 100, 300 i 500 mg-Kg(tj. 3,3, 33, 100, 167 mg-Kgkazdego
zZwigzku).
Dla kazdego poziomu WWA kontrel stanowity odpowiednie gleby z dodatkiem
chlorku metylenu (dodawano takos¢ CH,CI, jaka byta wprowadzona wraz z WWA).
Prébki pozostawiano w ciemém na 24 h celem odparowania rozpuszczalnika. Ro ty
czasie do kadej prébki dowaano po 200 g powietrznie suchej gleby (razem wd&p
zlewce byto 300 g), dokiadnie mieszano i uwilgotmiado poziomu 55 % peinej
pojemndci wodnej. Podziatlu probek gleby dokonano w celyskania lepszej ich
homogenicznéci oraz w celu obrienia toksycznego oddziatywania chlorku metylenu.
Probki gleb inkubowano w temperaturze pokojowej 2@2 °C) w ciemriei przez
okres 15 dni. Wilgotn& utrzymywano na statym poziomie przez codzienne
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sprawdzanie eraru zlewek i uzupetnianie zawaitdb wody. Badania prowadzono w
warunkach (wilgotn§¢ 1 temperatura) uznanych za korzystne dla rozwoju
mikroorganizmow glebowych [Gelbiowska 1986, Hicks i in. 1990, Paul i Clark 2000].

Oceny oddziatywania WWA na aktywétomikrobiologiczry gleb dokonywano
po czasie 0, 7 i 15 dni w oparciu 0 oznaczeniansye/nagci oddychania, aktywrigi
dehydrogenaz 1 potencjatu nitryfikacyjnego. CzasdOi odpowiadat aktywriei
mikrobiologicznej oznaczanej beZpednio po uwilgotnieniu prébek gleby po 24 h od
wprowadzenia wglowodorow.

Caly cykl dédwiadczed w tej serii obejmowat 350 kombinacji (gleba/ WWA/
poziom WWA/ czas) kada w dwoch powtdrzeniach (2 x 350 = 700 kombinacji)

3.3. METODY ANALITYCZNE

3.3.1. Oznaczanie wfaiwasci gleb

Wiasciwosci fizyko-chemiczne gleb okéeno wedtug metod powszechnie
stosowanych w laboratoriach stacji chemiczno-ralyith [Ostrowska i in. 1991].
Oznaczono nagbujace wiaciwosci: sktad granulometryczny, odczyn, kwasgwo
hydrolityczrg, zawarté¢ prochnicy, zawart@ kationOw wymiennych, zawaié azotu
0ogo6lnego oraz zawalé przyswajalnych dla &in form fosforu, potasu i magnezu
(Tabela 1).

3.3.2. Oznaczanie zawasit WWA w ekstraktach glebowych

W celu oznaczenia zawaéth WWA materiale glebowym powietrznie suche
probki gleb (5 — 10 g) ekstrahowano chlorkiem mnestyl przez okres 6 godzin w
aparacie Soxhleta firmy Bichi. Zabny prawie do sucha ekstrakt rozpuszczano w
heksanie i oczyszczano w szklanych mikrokolumiehkaapetnionych aktywowan
krzemionk (1 g) poprzez elugj mieszanip CH,Cly/n-heksan w stosunku
objetosciowym 2:3. Uzyskany eluat odparowywano prawie dohs i rozpuszczano w
CH.Cl, w obgtosci 1 ml. Analizy WWA dokonywano na chromatografiazgwym
(GCQ MAT Finigan) z detektorem MS z putapkonows. Zastosowano kolumgn
kapilarrg DB-5ms (0.25 mm x 0,2om x 30 m) firmy J&W Scientific. Jakkgiowe;j
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identyfikacji poszczegdllnych zwikéw dokonywano przez poréwnywanie czasow
retencji oraz spektrum masowego pikbw WWA na chitoggamach badanego
ekstraktu z odpowiednimi pikami na chromatogramideszaniny wzorcowej
(mieszanina 16 WWA PM-612 ULTRA Scientific). W celanalizy ilgciowej
zastosowano meted wzorca wewntrznego. Ze wzgdu na wihdciwosci
fizykochemiczne zbfione do badanych zwikéw jako wzorce wewirzne
zastosowano dwa zgaki z grupy WWA (perylen oraz 2, 3- benzofluoren) o
zroznicowanych czasach retencji i stosunku masy dontaglu

Oznaczenia zawartoh WWA wykonano w wyjciowym materiale glebowym na
poczatku daswiadczenia (czas 0 dni), wyniki przeprowadzonychlianprzedstawiono
w Tabeli 1. Analizowano 13 zwzkdéw z grupy 16 WWA zalecanych do bédarzez
Amerykaiska Agencg OchronySrodowiska [ATSDR 1990] z wygtzeniem naftalenu,
acenaftenu i acenaftylenugglowodorow najbardziej lotnych i rzadko wygtijacych

w glebie [Wild i Jones 1995, Maliszewska-Kordybd&99].

3.3.2.1. Okrélenie zawartéci WWA w fazie wodnej gleby

Biodostpnas¢ WWA dla organizméw glebowych i ébin oceniano na
podstawie zawartgi tych zwpzkow w fazie wodnej gleby [Boesten 1993, Jensen i
Folker-Hanserl 995, Sikkema i in. 1995, Baveye i Bladon 1999,dRei 2000, Sijm i
in. 2000, Sverdrup 2001]. Ze wzgdu na krétki czas dwiadczé zatlazono warunki
rownowagi pomidzy zawartécia WWA w fazie stalej i wodnej gleby. W celu
okreslenia tej wartéci wykorzystano rownanie [Swartz i in. 1995]:

WWi= WWA / Koc * o,
gdzie: WWA, — stzenie WWA w fazie wodnej glebyig- LY,

WWA, — zawarté¢ WWA w glebie (1g-kg"),

foc — frakcja vegla organicznego w glebie (kg-Kyg

Koc — wspétczynnik podzialu oktanol/woda o#legacy sorpcyjne

powinowactwo WWA w stosunku do glebowej substaagjianicznej (L-kg).

Obliczone na podstawie powszego réwnania przewidywanezstnia WWA w fazie
wodnej badanych gleb podano w ataniku A, w Tabelach A-1, A-2, A-3, A-4 i A-5.
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3.3.3. Oznaczanie wsaiwasci mikrobiologicznych gleb

3.3.3.1. Oznaczanie aktyw§wd dehydrogenaz

Aktywnos$¢ dehydrogenaz w probkach glebowych gkaro wedtug metodyki
opisywanej przez Casidi in. [1964]. Po 6 g wilgotnej gleby umieszczano w
probéwkach, mieszano z 0,2 g CaC,® ml TTC(chlorku 2,3,5,-trzyfenylotetrazolu —
jako akceptora elektronowR,5 ml wody destylowaneProbéwki zamykand&orkiem i
inkubowano przez 24 h w temperaturze 37°C. Pouestay wyniku redukcji TTC w
glebie trzyfenyloformazan (TPF) ekstrahowano etamola intensywni@ czerwonej
barwy roztworu mierzono przy dtugm fali 485 nm wobec etanolu jako préflgpej na
spektrofotometrze typu Beckman DU-68. Wz#le] serii oznacze stosowano prolek
kontrolm nie zawierajca gleby.

Oznaczenia aktywrsoi dehydrogenaz dla kdej probki przeprowadzano
trzykrotnie i wyniki wyraano jakosredng arytmetyczn.

Jako wynik ostateczny podawaldpedng z 6 oznacze (2 probki dla kadej

kombinacji déwiadczenia x 3 powtorzenia).

3.3.3.2. Pomiar intensywgéci oddychania

Intensywné¢ oddychania w materiale glebowym mierzono wedtugoahgi
podanej w normie ISO 16072 [2002]. Do matych zleveskvazano 25 g wilgotnej
gleby i umieszczano w stoikach, do ktorych wstawiadwniez naczynka zawierage
20 ml 0,05 Mroztworu NaOH. Stoiki szczelnie zamykano i Gglinkubowano przez
24 h w temperaturze pokojowej (20-22). Wydzielony podczas inkubacji probek £0
byt sorbowany w roztworze NaOH, a ngstie stgcony (jako weglan baru) przez
dodanie chlorku baru (roztwor 0,5 M). Nadmiar zgsadmiareczkowywano 0,1 MCI
w obecndci 3 kropli fenoloftaleiny jako wskanika. Do serii oznaczewtaczano probki
kontrolne nie zawierage gleby.

Oznaczenia intensywia oddychania dla kalej prébki wykonywano w trzech
powtorzeniach, wyniki wyrzano jakosredni arytmetyczy.

Jako wynik ostateczny podawaldmednp z 6 oznacze (2 prébki dla kadej

kombinacji dédwiadczenia x 3 powtérzenia).
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3.3.3.3._Oznaczanie potencjatu nitryfikacji

Oznaczanie potencjatu nitryfikacji przeprowadzonediug metodyki ISO/DIS
15685 [2001], wedtug ktorej do oceny potencjalrgyanacsci bakterii nitryfikugcych
jest wykorzystywany pierwszy etap nitryfikacji -letianie amoniaku. Probk25 g
wilgotnej gleby (55 % petnej pojemém wodnej) umieszczano w kolbach dtowych
o pojemnéci 200 ml. Do kadej kolby dodawano pywke w takiej ilasci, aby uzyska
100 ml zawiesiny (100 minus zawastovody w probce). Paywka zawierata 1,5 mM
substratu - (NSO, 1 mM buforu fosforanowego (KIRO, i K:HPO,) oraz 5,625
mM chloranu sodu. pH pEewki wynosito okoto 7,2. Probki gleby z ppwka
inkubowano wytrzsapc przez 6 h w temperaturze 26. W tych warunkach bakterie
utleniagce amoniak rozktadaty siarczan amonu do azotynéwhadalsze utlenianie
hamowano przez dodanie 0,5 M roztworu chloranu sduinkubacji pobierano po 2
ml zawiesiny gleby, do ktérej dodawano 2 ml 4 Mtvearu KCI. Tak przygotowane
probki sczono i po dodaniu sulfanilamidu i dwuchlorowodorkiN-(1-
Naftylo)etylenodwuaminy oznaczano zawaét@zotynéw wedtug metodyki ISO/DIS
14256-1 [1999]. Intensywr6é purpurowej barwy roztworu mierzono przy dhdgofali
543 nm na spektrofotometrze typu Beckman DU-68. V&d&) serii oznacze
stosowano prébki kontrolne nie zawiexg gleby.

Oznaczenia potencjatu nitryfikacji dla #dej probki wykonywano w dwoch
powtdrzeniach, wyniki wyrzano jakosredng arytmetyczn.

Jako wynik ostateczny podawagredni z 4 oznacze (2 probki dla kadej kombinacji
doswiadczenia x 2 powtdrzenia).

3.4. SPOSOB WYRAZANIA | OCENY WYNIKOW

3.4.1. Wyniki

Wyniki pomiaréw dla poszczegoélnych  obiektéw wywao jako sredni

arytmetyczg z wykonanych oznacae Wszystkie bezwzgtine  wyniki

przeprowadzonych pomiarow przedstawiono waZahiku B (Tabele B-1, B-2 i B-3)
oraz w Zadczniku C (Tabele C-1, C-2, C-3, C-4, C-5i C-6)tdaiast w tekcie pracy
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— w celu umaliwienia poréwnywania danych dlamdych kombinacji déwiadcze —
podawano wyniki wzgldne wyraone w % kontroli (kontrola = 100%).

3.4.2. Stopigé hamowania i stopig stymulacji

Stopiedn hamowania — SH (-) i stopiestymulacji — SS (+) dla mierzonych
parametrow wyznaczono w oparciu o rownanie (Malist@-Kordybach i Smreczak
2003):

SH (SS) = (Ppr/ Pk —1) x 100 %
gdzie:
SH (SS) — stoptehamowania (stopfestymulaciji),
Ppr — wartéc¢ efektu uzyskana dla probki,
Pk — wartéc¢ efektu uzyskana dla kontroli.

3.4.3. Wskaniki toksyczndci

Toksyczné¢ WWA w stosunku do badanych organizméw glebowycbngmo
na podstawie nastepgych parametrow:

- ECy (20 % Effect Concentration stzenie zwizku toksycznego powodige
20 % zahamowanie aktywfm lub wzrostu organizmow.

- EGCso (50 % Effect Concentratign stzenie zwizku toksycznego powodige
50 % zahamowanie aktywfm lub wzrostu organizmow.

— LOEC (Lowest Observable Effect Concentrajiennajnizsze s¢zenie zwizku
toksycznego, ktore powoduje istgtninhibicj¢ aktywndci lub wzrostu
organizmow.

- NOEC (No Observable Effect Concentratjon najwyzsze sgzenie zwizku
toksycznego, ktore nie powoduje istotnej inhibiaktywndci lub wzrostu
organizmow.

Wyboru wskanikow toksycznéci dokonano w oparciu o zalecenia normy ISO 15799

[2003]. Wskaniki ECy i ECso wyznaczono na podstawie rowneegres;ji liniowej i

45



logarytmicznej okréajacych zalenos¢ pomkdzy iloscia WWA wprowadzonych do
gleby a mierzonym efektem.

3.4.4. Analiza statystyczna

Oceny wptywu badanych czynnikbw na mierzone pargmebkonano w
oparciu o 2 -czynnikowi 3 —czynnikow analiz wariancji szacujc istotn@¢ roznic na
poziomiea< 0,05 ( ANOVA, test LSD).

Zaleznosci pomkdzy oddziatywaniem WWA na gbny i aktywnas¢
mikrobiologiczry, a wi&ciwosciami gleb oraz pomdzy mierzonymi parametrami
okreslano na podstawie réwnaregresji wielokrotnej oraz wado wspoétczynnikow
korelacji na poziomie istotoi a< 0,05 ia< 0,01. Analiza regresji wielokrotnej zostata
przeprowadzona metgdelekcji w przaod.

Przy wyznaczaniu wskaikow toksycznéci uwzgkdniano tylko te rownania
regresji liniowej i logarytmicznej, dla ktérych w&@pzynniki determinacji byty istotne
na poziomiei< 0,05 ia< 0,1.

Stosowano program komputero®yatgraphics Professional Plugersja 5,0.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1. ODDZIALYWANIE WWA NA RO SLINY WE WCZESNEJ FAZIE
ROZWOJU

Oceniagc oddziatywanie WWA na ghiny brano pod uwagnastpujace

czynniki (Tabela 3):

- wiasciwosci gleb,

- wiasciwosci WWA,

- zawarté¢ WWA w glebie,

— gatunek réliny.
Bezwzgbdne wyniki przeprowadzonych badgrzedstawiono w Zatzniku B, w
Tabelach B-1, B-2 i B-3.
Analiza wariancji (przeprowadzona dla wynikow wadflych — w stosunku do kontroli)
wykazata, ze fitotoksyczne oddzialywanie WWA, niezaike od o0znaczanego
parametru (Ld, Kd, SwWM i SM), zalato w sposaéb istotny (pray<0,05) od wszystkich

wyzej wymienionych czynnikow (Tabela 4).

Tabela 4.

Wyniki analizy wariancji dla catego zbioru danycm=860); wptyw badanych
czynnikow (wigciwosci gleby, wigciwosci WWA, zawarté¢ WWA w glebie, gatunek
rosliny) na fitotoksyczne oddziatywanie WWA.

Mierzony parametr

Czynnik | Stopnie bd* Kd* SwM* SM*
swobody Myartaic F o wartcs¢ F o wartcs¢ F o wartcs¢ F o
gleba 2 14,40 0,0000 8,20 0,0003 7,72 0,0005 18,56 0,0000

roslina 113,08 0,0000 9,73 0,0001 14,46 0,0000 0,17 0,8432

2
WWA 3 111,51 0,0000 2,43 0,0653 48,73 0,0000 23,94 0,0000
4

poziom 64,48 0,0000 5,16 0,0005 9,94 0,0000 2,39 0,0506

WWA

*) £d — dhugas¢ todygi, Kd — diugéé korzenia, SwWM -$wieza masa agci nadziemnych, SM — sucha
masa cgsci nadziemnych,o — poziom istotnéci. Wszystkie analizowane parametry wigao w %
kontroli.

Nieistotna statystycznie byta tylko zates¢ diugcci korzenia (Kd) od wihsciwosci
WWA i suchej masy czci nadziemnych (SM) od gatunkushmy. W przypadku

pomiaru wartéci £d i SWM najwikszy wplyw miat gatunek &hiny i wlasciwosci
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weglowodoru (WWA), natomiast dla pomiaréw korzenigwigksze znaczenie miat
gatunek réliny i wiasciwosci gleby (Tabela 4).
Wplyw poszczegolnych czynnikdw na reakepslin na zanieczyszczenie gleb przez

WWA opisano w kolejnych podrozdziatach (4.1.3.,.4.14.1.5., 4.1.6.).

4.1.1. Ocena parametrow okflajgcych reakcg roslin na zanieczyszczenie
gleby przez WWA

Na Rysunkach 1 i 2 poréwnano wgghe wartéci czterech parametrow (kd,
Kd, SwM, SM), na podstawie ktorych oceniano wzraslin przy dwoch najwyszych
(500 i 1000 mg-Kg§) poziomach zanieczyszczenia gleb przez WWA. Podano
przyktadowo wyniki tylko dla fenantrenu i mieszapimh WWA, dla ktorych

obserwowano najsilniejgzeakcg roslin.

fenantren - 500 mg kg™

{T i

180 -

[N
N
o

% kontroli

[e2]
o

pszenica| pomidor | rzepak pszenica| pomidor | rzepak pszenica| pomidor | rzepak

gleba S1 gleba S9 gleba S10

fenantren - 1000 mg kg™
180 4

i

|

pszenica‘ pomidor‘ rzepak

1= =]
=

% kontroli

pszenica| pomidor‘ rzepak pszenica| pomidor | rzepak ‘

gleba S1 gleba S9 gleba S10
[C—td E=0Kd C—SwM EEEEISM kontrola |
Rysunek 1.

Poréwnanie wzglednych wartosci parametréw opisujgcych reakcje roslin na
zanieczyszczenie gleb przez fenantren (+ odchylenie standardowe).
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mieszanina 4 WWA - 500 mg kg™

240 4 ¥

180 4
§
£ 120 ﬁ
g T I e
o - ss
X

60 +
0 r
pszenica‘ pomidor‘ rzepak pszenica| pomidor | rzepak ‘ pszenica| pomidor | rzepak
gleba S1 gleba S9 gleba S10
mieszanina 4 WWA - 1000 mg kg™

240 -

180 4 E

120 }

B

% kontroli

60

F [

pszenica pomidor‘ rzepak pszenica‘ pomidor | rzepak pszenica‘ pomidor | rzepak

gleba S1 gleba S9 gleba S10
‘l 1td [ 1Kd [ 1SwM I SM kontrola ‘
Rysunek 2.

Poréwnanie wzglednych wartosci parametréw opisujgcych reakcje roslin na
zanieczyszczenie gleb przez mieszanine 4 WWA (+ odchylenie standardowe).

Podobne rgnice medzy poszczegllnymi parametrami obserwowano przyydnn
poziomach zanieczyszczenia gleby zarowno w przypadikedynczych wglowodoréw

jak i mieszaniny 4 WWA.

Tabela 5.

Wspotczynniki korelacji porgdzy parametrami opisagymi reakcg nadziemnych i
podziemnych agci roslin (% kontroli) na zanieczyszczenie gleb przez W\(/#ednia
gleba”, ,sredni poziom”, srednie WWA”, n=120).

pszenica pomidor rzepak
Kd td SwM Kd td SwM Kd td SwM
td 0,41* 0,17 0,24*
SwM |0,07 0,24* 0,20 0,45* 0,14 0,70*
SM 0,36* | 0,59* | 0,36* | 0,34* | 0,45* | 0,88*| -0,15| 0,02 | ,2B8*

td — dtugd¢ todygi, Kd — dtugéc¢ korzenia, SWM -$wieza masa agci nadziemnych, SM — sucha masa
czesci nadziemnych, * — wartgi istotne na poziomia<0,05.
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Otrzymane wyniki wskazsj ze ocena reakcji &in w pocatkowym stadium
rozwoju na obecrid WWA w glebie zaley od zastosowanego kryterium: ¢éai
podziemne reagaj odmiennie mi czsci nadziemne. Stwierdzono ogoélnie sfab
korelacg pomigdzy oznaczanymi parametrami — Tabela 5, przy czwalezmosci
pomidzy diugaciag korzeni (Kd) a parametrami opigaymi reakcg nadziemnych
czesci wszystkich rélin (Ld, SwM, SM) byly przewanie stabsze.

W wigkszaici przypadkow najbardziej czutym parametrem do wpesakcji badanych
roslin na obecné¢ WWA w glebie byta diug&t todygi (Rysunki 1 i 2). W niektorych
kombinacjach swieza i sucha masa exi nadziemnych byly réwnie czutymi
wskaznikami jak £d, ale charakteryzowatyesivickszz zmienndciag wynikow (Tabele
B-1, B-2 i B-3). Najwéksza zmiennd¢ wynikow obserwowano w przypadku pomiarow
diugcici korzenia (Rysunek 2), gdykorzenie rélin we wczesnej fazie rozwoju byty
bardzo delikatne, cienkie, g#to poskgcane i oklejone ctkami gleby, co stwarzato
trudnasci w dokonywaniu pomiarow. W zgaku z powyszym do oceny oddziatywania

WWA na raliny wybrano wyniki pomiaru diugai czgéci nadziemnych (Ld).

4.1.2. Ocena wplywu materialu glebowego na wzrosflin w probkach

kontrolnych

Zgodnie z zaleceniami normy ISO 11269 w badaniaalzglgdniono trzy
rosliny: pszenig, pomidor i rzepak. & to rcéliny o wysokich wymaganiach
glebowych, dajce najlepsze plony na glebaékiznych oséredniej zweztosci, duzej
zasobnéci w substang organiczm, o odczynie stabo kwaym lub zasadowym
(optymalne pH dla pszenicy i rzepaku wynosi 6A4; dla pomidora 5 — 7) — [Wilczek
1993]. Materiat glebowy wybrany do badpochodzit z trzech gleb o zndicowanych
wiasciwosciach fizykochemicznych (Tabela 1): S1 - gleba @ow skiadzie
granulometrycznym piasku stabo gliniastego orazedgieby wytworzone z gliny
ciezkiej S9 — edzina i S10 — czarna ziemia. Gleby te nie w peldpawiadaty
optymalnym warunkom dla zastosowanyclliro(Cyq 0,55 — 2,4; pH 4,5 — 6,8), ale,
jak wida z danych podanych w Tabelach B-1, B-2 i B-3,zaiéowanie waciwosci
gleb kontrolnych (bez WWA, ale z dodatkiem chlorketylenu) miato niewielki
wptyw na wzrost rélin w badanym okresie. Dla pszenicy wattd.d wahata si od
22,1+2,1cm do 25,1+0,1 cm, dla pomidora od 5,340nldo 6,4+0,1 cm i dla rzepaku
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od 6,9+0,5 cm do 7,9+0,3 cm. W przypadku dwdch togth rcélin nieco wyszy
wzrost odpowiadat glebie S10 o skiadzie granuloyeetrtym gliny ceézkiej i dosé
niskim odczynie (pH = 4,5), ale o wszej zawartéci substancji organicznej (SOM =

4,14 %) i stosunkowo wysokiej zawaitbmakroelementow (Tabela 1).

4.1.3. Zalénos¢ fitotoksycznego oddziatywania WWA od sgavosci gleb

Przeprowadzona analiza wariancji (Tabela 4) wyleaza wiasciwosci gleby w
Sposob istotny wptywaty na fitotoksyczne oddziatweaWWA, jednak ich wptyw byt
stabszy, nt w przypadku pozostatych czynnikow (gatune#liny, wiasciwosci WWA i
zawarté¢ WWA w glebie).

Wplyw zanieczyszczenia badanych gleb przez antratemantren, piren i
chryzen na poziomach 500 i 1000 mg'kga wzrost (td) badanych 4
przedstawiono na Rysunkach 3a i 3b. Na Rysunkurdwmano natomiast wzglng
diugci¢ todygi raslin uprawianych na glebach zanieczyszczonych pmeszanig 4
weglowodoréw na poziomie 500 i 1000 mg-kg

Tabela 6.
Statystyczna ocena zatexci fitotoksycznego oddziatywania WWA od weawosci
gleb (zakres skei WWA 0 — 1000 mg- Q).

Wiasciwosci td (% kontroli)*
Gleba gleby pomidor (n=30)
pH SOM Ant Fen Pir Ch > 4 WWA
S1 52 | 0,95 87,2° 66,3° 77,8° 100,9° 68,8°
S10 45 | 4,14 90,9° 70,3° 79,6° 102,9° 76,3°
S9 6,8 | 3,07 97,7° 83,5° 79,2° 97,1"° 75,1°
pszenica (n=30)
S1 52 | 0,95 100,G 83,7 98,5 09,4" 91,4
S10 45 | 4,14 101,06 92,2 99,7 101,6 92,7
S9 6,8 | 3,07 100,5 85,3 97,7 97,8 90,8
rzepak (n=30)
S1 52 | 0,95 104,9 86,7 107,7 122,72 08,8
S10 45 | 4,14 104,27 99,7 106,0 116,9 105,3
S9 6,8 | 3,07 96,8 83,0 89,8 92,7 83,0

Wartadsci oznaczone tymi literami r&nia si¢ od siebie istotnie na poziomie0,05.
*) wartosci srednie dla pozioméw zanieczyszczenia 0, 10, 100,i3000 mg-kd.
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Rysunek 3a.
Wplyw zanieczyszczenia gleb przez WWA na poziomie 500 mg-kg™ na diugo$é todygi

(kd) pszenicy, pomidora i rzepaku (kontrola=100%; s — wartosci statystycznie istotnie

rézne od kontroli przy a< 0,05).
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e S ~—~ S S
£ 1001 s == 2 100 |
5 = 5
X S S S S X
X X
= 50 - < 504
i I_H ’

0 0 -

pszenica  pomidor rzepak pszenica pomidor rzepak

‘_gleba S1 ——gleba S9 E=—"1gleba S10 —kontrola‘

‘_gleba S1 —gleba S9 E= gleba S1( eI ontrola

Rysunek 3b.

Woplyw zanieczyszczenia gleb przez WWA na poziomie 1000 mg-kg™ na diugo$é todygi
(kd) pszenicy, pomidora i rzepaku (kontrola=100%; s — wartosci statystycznie istotnie

rézne od kontroli przy a< 0,05).
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mieszanina 4 WWA - 500 mg kg™ mieszanina 4 WWA - 1000 mg kg™
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o s c s S S
I, s 2
S s S © S
>~ 50 - D) i s S
o s 50 S
AJ ) I

0 T T T 1 0 - : :
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‘_gleba S1 C—gleba S9 E=—gleba S10 —kontrola‘

I gleba S1 C—gleba S9 T gleba S10 e ontrola

Rysunek 4.
Wplyw zanieczyszczenia gleb przez mieszaning 4 WWA (poziom 500 i 1000 mg-kg™)

na dlugos¢ todygi badanych roslin (kontrola=100%; s — wartosci statystycznie istotnie
rozne od kontroli przy a < 0,05).

Analizujagc wptyw wiasciwosci gleby na fitotoksyczne oddziatywanie WWA w catym
zakresie zastosowanychestn (Tabela 6) stwierdzonae w wigkszaci przypadkéw
reakcja rélin na obecn& WWA byta zblizona w kwdnych glebach S1i S10, pomimo
znacznego zedmicowania w nich zawaréci SOM (odpowiednio 0,95 i 4,14 %).
Wyniki istotnie r@&niagce s¢ statystycznie (stabszy efekt toksyczny) uzyskaastomiast

w glebie S9, ktéra, chociapodobnie jak gleba S10 byta stosunkowo bogata w
substangj organiczg (SOM=3,07%), charakteryzowatae sbogtnym odczynem (pH
6,8) i wyzsz aktywndicia biologiczra (NIT=4,05 ug NO, ‘g s.m:* w stosunku do
wartcsci 0,84 i 1,10ug NO, -gs.m:* dla gleb S1i S10) — Tabela 1.

4.1.4. Zalénos¢ fitotoksycznego oddziatywania WWA od gatunkulioy

Do bada wybrano trzy réliny uwzglednione w normid¢SO 11269dwie z klasy
dwulisciennych: pomidor(Lycopersicon esculenturililler) i rzepak jary(Brassica
napusL.) oraz jedn z klasy jednokciennych: pszenicjarg (Triticum aestivuni..).

Jak wynika z danych przedstawionych na RysunkaciB3@a4 oraz w Tabeli 7,
w wigkszaci przypadkow réling, ktéra najsilniej reagowata na zanieczyszczelgbyg
przez WWA byt pomidor. Stopie hamowania wzrostu tej $tiny w glebach
zanieczyszczonych mieszamid WWA przy zawartéci 500 mg-kg byt w granicach
od —39 % do —54 %, a przy zawadb1000 mg-kg od 54 % do —58 %) — Tabela 7.
Poza mieszang4 WWA najsilniejsze efekty toksyczne odnotowan&ambinacjach z
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fenantrenem; przy najugzym zastosowanymegeniu (1000 mg-Kg w granicach od
—-44 % do -56 % (Tabela 7). Rioa najbardziej odporn na fitotoksyczne dziatanie
wielopiegcieniowych wglowodorow aromatycznych okazak sizepak. Hamowanie
wzrostu tej réliny dla wszystkich badanych WWA obserwowano tylkoglebie S9,
przy poziomie 1000 mg-Kgw granicach od —9 % do —48 %. Natomiast w glelith
S10 obserwowano zarowno efekty hamowania (gtowniebyg zanieczyszczone

fenantrenem) jak i stymulacji. Najsilniejsze efeldtymulacji wzrostu rzepaku (w

granicach od +14 do +34 %) byly widoczne w glebaahieczyszczonych chryzenem —

Tabela 7.

Tabela 7.

Stopieév  hamowania (-) 1 stopfe stymulacji (+) wzrostu r@in (Ld) przy
zanieczyszczeniu gleb antracenem, fenantrenemrmepirechryzenem oraz mieszaqin
tych weglowodoréw na poziomie 500 i 1000g- kg'.

gleba S1 gleba S9 gleba S10 e

WWA pszenicg pomidor| rzepak | pszenicapomidor| rzepak | pszenicgpomidor| rzepak

poziom - 500 mg-ky
Ant -4 -18 -3 +2 -6 -1 0 -8 +3 -4
Fen -34 -39 -32 - 28 - 28 - 28 - 20 -55 -18| -31
Pir -1 - 36 -6 -7 - 38 -7 -1 -31 +5| -14
Ch -3 +9 +34 -3 -4 -16 +2 -3| +18 +4
AWWA* -15 -54 -17 -17 -49 -34 -7/ -39 +8| -25
suma -42 -84 -7 -36 -76 -52 -19 - 97 +8| -45
efektow**

poziom - 1000 mg-Kg S
Ant -2 - 29 -4 -2 0 -17 -5 - 26 + 4 -9
Fen -41 - 56 -19 -31 -44 -48 -17 - 56 -15| -36
Pir -14 - 38 +9 -8 -31 - 29 -10 - 37 -1] -18
Ch 0 -18| +16 +1 -4 -9 -2 -2 +14| -05
AWWA* -25 -58 -7/ -23 -54 -39 -20 -55 -1 -31
suma -57| -141 +2 -40 -79| -103 -35| -121 +2| -64
efektow**
() % hamowania; (+) % stymulacji; *) efekty dla eskzaniny 4 wglowodoréw (odpowiednio na
poziomie 500 i 1000 mg-kg'); *¥) suma efektéw dla pojedynczych WWA

(antracen+fenantren+piren+chryzen) - odpowiednio peaiomie 500 i 1000mg-kg*; ***) srednia
arytmetyczna (n=9).
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4.1.5. Zalénosé fitotoksycznego oddziatywania WWA od davosci
badanych zwjzkow

W celu oceny zalaosci fitotoksycznego oddziatywania wielopiereniowych
weglowodorow aromatycznych od wgldwosci tych zwigzkow w badaniach
zastosowano cztery pojedyncze WWA zmiace sé zarOwno wiaciwosciami
fizycznymi, chemicznymi jak i biologicznymi (Tabek.

Wyniki analizy wariancji (Tabela 4) wskazupe spdréd badanych czynnikow
wiasciwosci WWA  w najwickszym stopniu  warunkowaty oddziatywanie tych
zwigzkdéw na réliny we wczesnej fazie wzrostu. Na Rysunku 5 podpraykiad tych
zaleenosci w przypadku najbardziej czutej z badanycklimo— pomidora, natomiast w
Tabeli 7 okrélono — stopi@ hamowania lub stophe stymulacji dla wszystkich
badanych réin przy poziomie indywidualnych WWA oraz ich miesgny 500 i 1000
mg- kg™

Najsilniejszym oddziatywaniem fitotoksycznym chaeakzowaty s¢ fenantren
i piren — zwizki 0 stosunkowo dobrej rozpuszczalciow wodzie (Fen — 1300g- LY,

Pir — 132ug-L* — Tabela 2). Obecié w badanych glebach fenantrenu powodowata
zahamowanie wzrostu diin w granicach od —-18 % do -55 % przy poziomie 500
mg-kg' i w granicach —15 % do —56 % przy poziomie 1000 kyg- ($rednio
odpowiednio =31 % i —36 %) w stosunku do kontrdlalfela 7). Wptyw pirenu byt
nieco stabszy, jednak i tu obserwowano w niektényctypadkach stoptehamowania
td rzedu —38 % {rednio dla najwyszych poziomow —14 % i —18 %) (Tabela 7).

gleba S1
120 -
O = —_—
100 - Q= Q‘
S 80 =~ o
=
£ 60+ ~A
S
o 40
ad
20 |
0 T T 1
1 10 100 1000
WWA (mgkg™)

——ONLIO]Q == A} == [o = A = Pjf == ===Ch

Rysunek 5.
Wplyw antracenu, fenantrenu, pirenu i chryzenu na wzrost pomidora uprawianego na

glebie S1.
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Natomiast antracen i chryzen charakteryeejse niska rozpuszczalrieia w
wodzie nie powodowaly jutak silnych efektéw toksycznych. Zanieczyszczegleb
chryzenem w niektérych przypadkach (rzepak na gleBl i S10) dawato efekt
stymulacji wzrostu rdin nawet o 34 % §ednio 0 2%) w poroéwnaniu z prébkami
kontrolnymi (Tabela 7). W celu okdlenia, ktére z podstawowych vitawosci WWA
charakteryzujcych parednio ich biodospnas¢ w glebie [Swartz i in. 1995, Reid i in.
2000] wptywaj na ich fitotoksyczne oddziatywanie wyznaczono odpdnie
wspotczynniki korelacji (r). Uwzgldniono wartéci wspotczynnika podziatu oktanol/

woda (log Ky) oraz rozpuszczaldé WWA w wodzie (R,). Otrzymane zalaosci

podano w Tabeli 8.

Tabela 8.
Zaleznos¢ pomkdzy reakcy badanych rdin (Ld w % kontroli) na zanieczyszczenie

gleb przez WWA a wiiwosciami tych zwizkoéw (,srednia gleba”, gredni poziom”,

n=120).
wiasciwosci Wspotczynniki korelacji
WWA pszenica pomidor rzepak
log Kow 0,24* 0,34* 0,37*
Rw -0,56* -0,43* -0,42*

R. — rozpuszczalnig w wodzie 1g- L'Y); Ko, — wspétczynnik podziatu oktanol/ woda;
* — istotne na poziomie<0,01.

150 1 A 150 B
pszen = '0,0lX + 100,0 y= —3,09Ln(x) +107,2
- R”*=0,99 R*=0,50
S rzep =-3,12Ln(x) + 113,8 5 '
5 R?=0,95 £ *
~ 100 4 £100] ¢ *
S o 8
3 3 .
pom = -4,4Ln(x) + 104,2 *
R*=0,92
50 T T T 1 50 : : : .
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Re (MgL™) R, (gL
@ pszenica M pomidor Arzepak
Rysunek 6.

Zaleznos¢ sredniej wartosci £d badanych roslin (,$rednia gleba”, ,$redni poziom
WWA”, n=90) od rozpuszczalnosci WWA w wodzie (Ry); A — dla poszczegdinych
roslin, B — dla catego zbioru danych.

Najwyzsze wartéci ujemnych wspotczynnikow korelacji (r od —0,42 €0,56)

uzyskano dla zaimosci diugasci todygi od rozpuszczalsoi weglowodoréw w wodzie
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(Rw) — Tabela 8. Do opisu tej zalesci najodpowiedniejsze byty rGwnania typu: y = ax
+ b lub y = aln(x) + b, ktére zmiany dtugm todygi w zalenosci od rozpuszczalrigi
WWA okreslaty w 92 — 99 % (Rysunek 6). Zaleos¢ efektu fitotoksycznego WWA od

wartcsci ich log Koy byta duo stabsza — Tabela 8.

4.1.6. Zalénosé¢ fitotoksycznego oddziatywania WWA od zawddio tych

zwigzkow w glebie — zawarfoi catkowitej i w fazie wodnej

Poziom zanieczyszczenia gleby przez WWA byt kolgnyczynnikiem
roznicujgcym reakag roslin na obecn& tych zwpzkow w glebie, przyktady tych
zaleenosci dla wszystkich badanych don uprawianych na glebach zanieczyszczonych
fenantrenem i pirenem pokazano na Rysunku 7.

Wyniki analizy wariancji (Tabela 9) przeprowadzodé& catego zbioru danych
(wszystkie gleby, wszystkie §liny) wskazuj, ze pierwsze efekty inhibicji wzrostu
roslin obserwowano przy zawadmi w glebie WWA 100 mg-K{ (dla fenantrenu,
pirenu i mieszaniny 4 WWA) lub dopiero przy 500 kg (dla antracenu). W
przypadku chryzenu efektu hamowania nie zaobserwow#wickszenie zawartei
WWA do 1000 mg- kg powodowato dalsze istotne zahamowanie wzrostugioglin
tylko w przypadku zanieczyszczenia gleby fenantmen@renem i mieszanard WWA
(Rysunki 3b i 4, Tabela 9).

Tabela 9.
Zaleznos¢ fitotoksycznego oddziatywania WWA od poziomu zaaiszczenia gleby
(,$rednia gleba”, grednia rdlina”, n=90).

td (% kontroli)

poziom Ant Fen Pir Ch > 4 WWA
(mg-kg")

0 100%* 1002 1002 1002 1002
10 100,6° 98,9° 102,2° 106,4" 99,82
100 100,3" 87,4° 92,8"° 103,8% 90,7"
500 96,2¢ 68,7°¢ 86,9¢ 104,8* 75,2¢
1000 93,5 61,0° 82,2¢ 102,1* 68,64

Wartaici oznaczone rhymi literami r@nig sic od siebie istotnie na poziomie 0,05.
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Przy nizszych zawarticiach WWA w glebie £ 100 mg-kd) w niektérych
przypadkach obserwowano efekt stymulacji wzrostilimeszczegdlnie widoczny dla
pszenicy i rzepaku (Rysunek 7). W glebach zaniewzmych chryzenem stymulacja
wzrostu rzepaku utrzymywatacsiawet przy zawarkgi 500 i 1000 mg-K§— Tabela 7.

FENANTREN PIREN
leba S1
150 - g 150 - gleba S1
S 100 - y — S 100 -
IS T S
2 g
L L
=~ 504 < 50 -
3 3
0 T T 1 O T T 1
1 10 . Loo 1000 1 10100 1000
Fen (mgkg™) Pir (mgkg™)
150 - gleba S10 150 - gleba S10
= Ao A — A-....
f_g 100 - L ‘l - S 100 A %hﬁ
S = &> * I
g g .\-\.\-
X L
= 50+ < 50
3 2
O T T 1 0 T T 1
1 10 _1100 1000 1 10 L 100 1000
Fen (mgkg™) Pir (mgkg™)
kontrola — - — pszenica —ONtrola — - — pszenica
—l—— pomidor - - & - -rzepak —l— pomidor - - & - -rzepak
Rysunek 7.

Zaleznos¢ pomiedzy dtugoscig todygi (Ld) badanych roslin a zawartoscig fenantrenu i
pirenu w glebie S1i S10 (kontrola=100 %).

W celu poréwnania efektow fitotoksycznych spowodoyan przez dodanie do
gleb mieszaniny czterech WWA oraz odpowiednich widyalnych weglowodoréw
wyznaczono sum efektow zaobserwowanych dla tych zmkéw — Tabela 7.Z
przedstawionych danych (Tabela 7, Rysunek 8) wynikpomidzy fitotoksycznécia
mieszaniny 4 WWA a sug efektdw toksycznych wszystkich indywidualnych
weglowodorow istnieje wyrana statystycznie istotna zates¢. Zaleznosé te najlepiej
opisywat model regresji liniowej, ktéry zmienito uzyskanych wynikoéw przy
najwyzszym zastosowanym poziomie zanieczyszczenia gle®0o(ing-kg) thumaczyt
w 89 %, natomiast przy poziomie 10 mg'kg 42 % (Rysunek 8). Efekt mieszaniny
WWA wynosit 21 — 52 % sumy efektow odpowiednichglowodoréw.
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Rysunek 8.

Zalezno$¢ pomiedzy sumg efektéw fitotoksycznych indywidualnych WWA (antracen,
fenantren, piren, chryzen) a fitotoksycznoscig mieszaniny tych zwigzkow.

Oddziatywanie WWA zaley nie tylko od ogoélnej zawarfoi tych zwgzkow w
glebie, ale uwarunkowane jest przede wszystkinbiodostpnadicig. Zawarté¢ WWA
w fazie wodnej badanych gleb, odpowiagajwg niektérych autorow [Swartz i in.
1995, Reid i in. 2000, Sijm i in. 2000, Semple i #003] biodosipnej frakcji tych
zwiazkow, obliczono wedtug rownania [Swartz i in. 1998]WAw = WWAg / Koc * foc
opisanego w podrozdziale 3.3.2.1.. W obliczeniaclanbd pod uwag ilosci
weglowodorow wprowadzone do gleby na pgtkm dawiadczenia (Zajcznik A,
Tabele A-1 i A-2). Z przedstawionych danych (Tab&ié i A-2, Rysunek 9) wynika,
ze chocia przy kadym poziomie WWA byly dodawane do wszystkich trzgpéb w
jednakowych iléciach, jednak ich zawadé w fazie wodnej (biodospnas¢) byta
bardzo zrénicowana (Rysunek 9, Tabele A-1 i A-2). Przy dawd#/A > 100 mg- kg
przewidywane stenia antracenu i chryzenu w fazie wodnej wszystkiatlanych gleb
byly wyzsze nk granica rozpuszczalda tych zwigzkéw w wodzie (Tabela A-1). W
glebie S1 (o niskiej zawado C,g Wyznaczone skenia przewyszaty
rozpuszczaln@ antracenu (45ig-L™%) i chryzenu (2ug-LY) nawet przy poziomie 10

mg-kg'. Natomiast zawarté fenantrenu i pirenu w fazie wodnej badanych gleb
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wzrastata do poziomu 100 mg-kéub 500 mg- kg oshgajac dopiero wéwczas granic

rozpuszczalnei — Rysunek 9.

10000 gleba S1 10000 gleba S10
7 -
5 1000 S 1000
o o
N 2
2 AN
] =100 / O0—0 8 2 100
S 32 ¢ —* -3 *—o
<
§ 10 % 10
A A—A
l T T 1 l
10 100 1000 10 100 1000
WWA w glebie (mgkg™) WWA w glebie (mgkg™)
| —¢—Anw —M—Fen —@—Pr —4—Ch | [ —e—An —@—Fen —@—Pr —&—Ch |

Rysunek 9.
Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig antracenu, fenantrenu, pirenu i chryzenu w glebach
S1i S10 a zawartoscig tych weglowodorow w fazie wodne.

4.1.7. Wyznaczenie parametrow toksycsmdWWA w stosunku do rhin

Na podstawie zalmosci pomkdzy zawartécia wielopieicieniowych
weglowodoréw aromatycznych w glebie i w fazie wodaegmianami diugei czesci
nadziemnych (kLd) wyznaczono dawki WWA powaoghg 50 lub 20—procentowe
zahamowanie wzrostu diin — odpowiednio EG i EGCy Wartgé EGs jest
powszechnie stosowana w toksykologii [ISO 1579030 okresla negatywny efekt w
stosunku do 50 % badanej populacji. Natomiast wari,, wybrano ze wzgdu na
fakt, ze w wickszaici testow fitotoksycznixi odchylenie standardowe dla wynikow
miesci sie w granicach £ 20 %, tak wé wartgé EC,o opisuje wartéci progowe dla
pierwszych zanotowanych efektéw negatywnych. Poglatowkiadnd¢ (wartags¢ SD)
uzyskano te w badaniach prezentowanych w pracy (Rysunki 1Tighele B-1, B-2, B-
3). Do opisu tych zalmosci wykorzystano odpowiednie réwnania regresji e
(istotne statystycznie na poziomie 0,05). Przyktady réwnapodano na Rysunku 10,
a wyznaczone wspotczynniki toksyczoozamieszczono w Tabelach 10 11.
Zaleznos¢ pomiedzy reakcy roslin a zawartécia fenantrenu lepiej opisywaty réwnania
regresji liniowej uwzgldniajgce zawarté¢ tego weglowodoru w fazie wodnej (Wgze
wartasci wspétczynnikéw determinacji$d 0,92 do 0,99) — Rysunek 10.
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Rysunek 10.

Réwnania regresji liniowej opisujgce zaleznos¢ pomiedzy reakcjg badanych roslin na
obecnosc¢ fenantrenu a zawartoscig tego weglowodoru w glebie i w fazie wodnej (na
przyktadzie gleby S10; kontrola=100 %).

W celu okrélenia LOEC (najniszego zastosowanego ¢i&nia WWA
powodupcego istoty inhibicje wzrostu rélin) oraz NOEC (najwyszego stzenia, przy
ktdrym nie obserwujemy istotnych zmian wzrostu) tasswano analiz warianciji
(ANOVA, test LSD,0<0,05).

Wartasci EGsp przekraczaly z reguly najugzy zastosowany poziom
zanieczyszczenia gleb (1000 mgkgtylko w przypadku pomidora uprawianego na
glebach z dodatkiem fenantrenu i mieszaniny 4 WWAwki weglowodoréw
powodupce 50 % inhibig wzrostu miécity sic w badanym zakresie (Fen: 551 — 1000
mg-kg', & 4 WWA: 655 — 850 mg-k) — Tabela 10. W fazie wodnej odpowiednie
wartcici £d-EGso dla tej raliny w kombinacji z fenantrenem wynosity 1089- L' i z
mieszanig 4 WWA 642 — 1177.g- L™ (Tabela 11).

Na 45 badanych kombinacji (glebaftina/WWA) wartasci £d-EC,o statystycznie

istotne na poziomiex<0,05 udato s wyznaczy¢, zarbwno w glebie jak i w fazie
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wodnej, tylko w 64 % przypadkoéw, przy czym jedydi@ % wyznaczonych walo

miescito si¢ w zakresie stosowanychesen (Tabela 10) lub nie przekraczato granicy

rozpuszczalnaci WWA w wodzie (Tabela 11).

Tabela 10.
Wskazniki fitotoksycznagci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru dhégotodygi)

w zakresie 10 — 1000 mg-kgleby

WWA pszenica pomidor rzepak
S1 S9 S10 S1 S9 S1( S1 S9 S]
ECo0(mg-kg)

Ant - - >1000 | 567 - 833 - >1000 -

Fen 370 473 947 101 387 135 - 369 956

Pir >1000 >1000 >1000 229 43 157 - 729 >1000

Ch - ; - | >1000 - i ; ] ;

AWWA 768 777 >1000 114 149 183 - 363 >1000

ECsc(mg-kg)

Ant - - >1000 | >1000 - >1000 - >1000 -

Fen >1000 >1000 >1000| 551 1000 706 - >1000 >1000

Pir >1000 >1000 >1000| >1000 >1000 =>1000 - >1000 >1000

Ch . ; - | >1000 - ; ; ; ;
[4WWA | >1000 >1000 >1000| 655 774 850 | - >1000  >1000

LOEC (mg-kg")

Ant - - 1000 10 - 10 - 1000 -

Fen 100 10 500 10 100 10 100 100 5@

Pir 1000 1000 1000 10 10 10 - 100 10(
ch | -..100 i 1000 oSN N o 100 . -

AWWA | 500 100 1000 100 100 10 500 100 10

NOEC (mg- kg")

Ant - - 500 <10 - <10 - 500 -

Fen 10 <10 100 <10 10 <10 10 10 10

Pir 500 500 500 <10 <10 <10 - 10 50
Ch 10 . . 500 S i - 10
AWWA 100 10 500 10 10 <10 100 10 50

- nie zaobserwowano statystycznie istotnej regresppoziomien<0,05;
EC, wyznaczone z rowniaregres;ji liniowej;
LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSD@<0,05).

Uzyskane wartei wskanikow toksycznéci byty zraznicowane w zalenosci

od gatunku réliny oraz rodzaju badanego zwku. Najwysza wrazliwo$¢ na obecngt

WWA wykazywat pomidor (niskie warfgoi parametréw ekotoksyczém — Tabela 10);

wartasci £d-ECyo wyznaczone dla tej gbny wynosity na glebach zanieczyszczonych

fenantrenem: 101 — 387 mg-kgirenem: 43 — 229 mg-Rg mieszania 4 WWA: 114

— 183 mg-kd. Najnizsz toksycznéé odnotowano w glebach z dodatkiem antracenu i

chryzenu, gdzie warfoi wskanika EGo byly w granicach od 567 mg-Kglo 833
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mg-kg® dla antracenu, a dla chryzenu przekraczaly 1000kgiy-W fazie wodnej
wartasci £d-ECyo mazna byto wyznacz§ dla pomidora uprawianego tylko na glebach z
dodatkiem fenantrenu: 63 — 689- L™, pirenu: 61 — 76ig-L* i mieszaniny 4 WWA:
165 — 293ug- L (Tabela 11).

Tabela 11.
Wskazniki fitotoksyczngci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru dhégotodygi) z
uwzglednieniem zawartei tych zwhzkoéw w fazie wodnej gleby.

WWA pszenica pomidor rzepak
S1 S9 S10 S1 S9 S10 S1 S9 S10
ECac(ng-LY)
Ant - - - - - - - 45 -
Fen 888 810 1242 63 689 153 888 702 1300
Pir - 132 132 76 72 61 - - 132
Ch - - - - - - - 1,7 2x

AWWA | 1413 730 726+ | 239 195 165 | 1479 375 726
ECsc (ug-L")

Ant - - - - - - - 45+ -
Fen 1300 1300+ 1300+ | 1300 1300' 1036 | 1300 1300+ 1300
Pir - 132> 13> | 13> 13> 132 - - 132
Ch - - - - - - - 2+ 2+

AWWA [ 1479 916 726 | 1177 740 642°| 1479 o1& 726
LOEC (ug-L?)

Ant - - 45 45+ - 22 - 45+ -
Fen 954 29 1093 | 95 295 22 954 295 1093
Pir 13> 13> 132 40 12 9 - 123 132

ch ; 2 ; 2 ] ; . 2 ;

NOEC (ug-L?)

Ant - - 45+ <45 - <22 - 45+ -

Fen 95 <29 219 <95 29 <22 95 29 219
Pir 132> 13> 13> | <40 <12 <9 - 12 132
Ch .. L O R . R I 1,7 . <
AWWA | 385 18 434 60 18 <14 | 385 18 434

- nie zaobserwowano statystycznie istotnej regresppoziomien<0,05;

* wartosci z uwzgbdnieniem granicy rozpuszczakuod,

EC, wyznaczone z rownaregres;ji liniowej;

LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSDp<0,05).

Najnizsze wartéci LOEC odpowiadajce poziomowi 10 mg-Kky stwierdzono
dla pomidora uprawianego na wszystkich badanychhagle, wyjtek stanowita
kombinacja z chryzenem (LOEC =1000 mg‘kea glebie S1) oraz z mieszanin
WWA (LOEC = 100 mg-kgd na glebie S1 i S9). W przypadku pszenicy i rzepaku
wartasci tego wskanika byty 10, 50 lub nawet 100 razy #sze — Tabela 10.
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4.2. ODDZIALYWANIE WWA NA AKTYWNO SC MIKROBIOLOGICZN A
GLEB

Przy ocenie oddziatywania WWA na aktywédo mikrobiologiczry gleb

rozpatrywano wptyw nagpujacych czynnikow (tabela 3):

- wiasciwosci gleb,

- wiasciwosci WWA,

- zawarté¢ WWA w glebie,

— czas oddziatywania.
Bezwzgbdne wyniki przeprowadzonych badgrzedstawiono w Zatzniku C, w
Tabelach C-1, C-2, C-3, C-4, C-5i C-6.
Przeprowadzono anadiz wariancji wynikow wzgédnych, ktéra wykazataze
oddziatywanie WWA na aktywr$é mikrobiologiczry w przypadku dwdéch parametrow
(intensywndci oddychania — OD i potencjatu nitryfikacji — NIBalezalo w sposéb
istotny ©<0,05) od wszystkich wej wymienionych czynnikow (Tabela 12) (z
wyjatkiem zalenosci OD od czasu oddziatywania WWA). Intensywéaamddychania
zalezala najsilniej od wisciwosci WWA i ich zawartéci w glebie a potencjat
nitryfikacji — od zawartéci WWA i witasciwosci gleby. Dla aktywnéci dehydrogenaz

(DH) stwierdzono istotnzaleznos¢ mierzonego parametru jedynie od yaiavosci gleb.

Tabela 12.

Wyniki analizy wariancji dla catego zbioru danyan=820, srednia gleba”, sredni
poziom”, ,$redni czas”, 2 WWA); wplyw badanych czynnikéw (édawvosci gleby,
wiasciwosci WWA, poziom zanieczyszczenia gleby i czas odgwania) na
ekotoksyczne oddziatywanie WWA.

Mierzony parametr
Czynnik | Stopnie DH* OoD* NIT*
swobody wartas¢ F a wartas¢ F o wartas¢ F a
gleba 7 18,41 0,0000 7,18 0,0000 49,10 0,0000
WWA 1 0,11 0,7488 45,16 0,0000 8,48 0,0039
poziom 4 0,69 0,6014 37,73 0,0000 82,24 0,0000
czas 1 0,16 0,6895 0,49 0,4926 5,58 0,0189

*) DH — aktywna¢ dehydrogenaz; OD — intensywdtaddychania; NIT — potencjat nitryfikacyjny,—
poziom istotnéci. Wszystkie analizowane parametry wygao w % kontroli.
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Wplyw poszczegoélnych badanych czynnikéw na regkakroorganizmow glebowych
na zanieczyszczenie gleb przez WWA opisano w kegbdinpodrozdziatach (4.2.2,
4.23.,4.2.4.,4.25)).

4.2.1. Ocena parametrow okflajgcych reakcg mikroorganizméw na

zanieczyszczenie gleby przez WWA

Na Rysunkach 11, 12, 13 i 14 poréwnano wdge wartéci parametrow (DH,
OD, NIT), na podstawie ktérych oceniano aktyéwhomikroorganizmoéw przy
najwyzszych poziomach zanieczyszczenia gleb przez WWA ({1800 mgkg?) po
czasie 7 i 15 dni. Podano przykladowo wyniki dladetrenu i pirenu, dla ktérych
obserwowano najsilniejgz reakcg mikroorganizméw. Podobne adice pomé¢dzy
badanymi parametrami obserwowano przy pozostahy@riomach zanieczyszczenia
gleb zaréwno w przypadku pojedynczych WWA jak i szi@niny 3 i 4 wglowodorow.
Najbardziej czutym parametrem opigtym reakag mikroorganizméw glebowych na
zanieczyszczenie gleb przez WWA byt potencjat fikacji (Rysunki 11, 12, 13 i 14).
Stwierdzono natomiast staby toksyczny wptyw badanyeglowodoréw na aktywnid
dehydrogenaz glebowych i intensywfo oddychania, czyli na parametry
niespecyficzne, charakteryaug aktywné¢ metaboliczg catej populacji
mikroorganizmow glebowych [Hicks i in. 1990, Rossil. 1997, Pankhurst i in. 1998].
W przypadku OD aogsto obserwowano efekty stymulacji aktywoomikrobiologicznej
gleb widoczne nawet przy najészym zastosowanymegeniu WWA — 500 mdg™.
Nasilenie tych efektbw obserwowano gtownie w glébazanieczyszczonych
fenantrenem (Rysunki 11 i 13), przy czym silniejgay stosunku do kontroli) wzrost
intensywndci oddychania widoczny byt po 15 dniach oddziatyiwmamweglowodoru
(Rysunek 13). Najwksz zmienndcig uzyskanych wynikow charakteryzowatea si
intensywné¢ oddychania i aktywrig dehydrogenaz, waké 95 % przedziatow
ufnosci siggata 33 % podczas gdy dla potencjatu nitryfikadgdoita sk w zakresie 6 —
15 %.
Biorac powyzsze pod uwagw dalszej cgsci pracy opierano sigtdwnie na wynikach

pomiaru potencjatu nitryfikacji (NIT), jako najcazdego parametru.
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500 -

400 +

300 -

200 -

% kontroli

100 4

fenantren - 100 mg kg™ - 7 dni

L 10 I0s Tn O O O i

500 -

400 -

300 -

% kontroli

200 -

100 ~

S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S11 S12

fenantren - 500 mg kg™ - 7 dni

Rysunek 11.

4 S5 S6 S 8 S11 S12

S2

|E==3DH C—0D E==INIT ====Fontrola |

Porownanie wzglednych wartosci parametréw opisujgcych reakcje mikroorganizméw
na zanieczyszczenie gleb przez fenantren po 7 dniach oddziatywania (+ odchylenie

standardowe).

300 -
250 -
200 -
150 ~
100 ~

% kontroli

50 4

piren - 100 mg kg™ - 7 dni

300

250 |
= 200 |
S 150

<3

% ki

100 ~
50 -

T I

S2 S S5 S6 S7 S8 S11 S12

piren - 500 mg 'kg ™ - 7 dni

5 T ==

T Vil

Rysunek 12.

S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S11 S12
[E==IDH C—J0D E=NIT kontrola |

Porownanie wzglednych wartosci parametréw opisujgcych reakcje mikroorganizméw
na zanieczyszczenie gleb przez piren po 7 dniach oddziatywania (+ odchylenie

standardowe) .
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500 -
400 -
300 -

200 -

% kontroli

100 4

fenantren - 100 mg kg™ - 15 dni

ﬁnfﬂ

§

500 ~
400 +
300 +

200 -

% kontroli

100 -

S4 S5 S6 S7 S8 S11 S12

fenantren - 500 mg kg™ - 15 dni

E=

i - I'ﬂﬂ-rFI_I

Rysunek 13.

iz

S2

S7

S8 S11 S12
kontrola ‘

S6
INIT

S5
10D [

S3 S4

‘I 1DH [

Poroéwnanie wzglednych wartosci parametrow opisujgcych reakcje mikroorganizméw
na zanieczyszczenie gleb przez fenantren po 15 dniach oddziatywania (£ odchylenie

standardowe) .
piren - 100 mg kg™ - 15 dni

200 -

150 | b
s i
£ 100 -
] T
< nn

0 T T T
s2 s3 S4 S5 S6 s7 S8 S11  s12
piren - 500 mg kg *- 15 dni

200 -

150 - +
5 + [
é 100 - _'_"' == -
N

0 T T
s2 s3 S4 S5 S6 s7 S8 s11  s12
[E==3DH C—0D E=NIT ===kontrola |
Rysunek 14.

Porownanie wzglednych wartosci parametréw opisujgcych reakcje mikroorganizméw
na zanieczyszczenie gleb przez piren po 15 dniach oddziatywania (x odchylenie

standardowe).
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4.2.2. Zalénos¢ oddziatywania WWA na aktywrsé mikrobiologiczry od

wiasciwasci gleb

Przeprowadzona analiza wariancji (Tabela 12) wsdezze oddziatywanie
WWA na aktywnd¢ mikrobiologiczry, oceniag na podstawie potencjatu nitryfikacji,
zalezalo w sposob istotny od wdeiwosci gleby. Wptyw tego czynnika byt nawet
silniejszy niz wptyw wiasciwosci WWA i czasu oddziatywania badanych zakow, ale
stabszy nt w przypadku zawartci WWA w glebie.

Wptyw zanieczyszczenia badanych gleb antracenemanteenem, pirenem i chryzenem
na poziomach 100 i 500 nkg' na wzgbdna aktywndé nitryfikacji po 7 dniach
oddziatywania tych zwizkéw przedstawiono na Rysunku 15. Natomiast na Rysd.6
poréwnano reakejmikroorganizmow w glebach zanieczyszczonych pro@eszanin
3 i 4 weglowodoréw. Rénice w stopniu hamowania lub stymulacji NIT wzmngch

glebach przy najwyszych zastosowanych poziomach podano w Tabeli 16

antracen - 7 dni fenantren - 7 dni
180 - 180 -
S

5 120 | g 120
€ c
o (=]
X X
S g

E 60 E 60+
2 =z

0 0 -

S2 S3 S4 S6 S7 S8 Sl11 SI12 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Sl1 S12
180 - piren - 7 dni chryzen - 7 dni
S 180 -
S
S 120 5 120 - s

c =]
o c
X ]
E 60 =

L 60 £ 60

0 0 -

S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S11 S12 s4 S5 s7
I 100 mg/kg C——1500 mg/kg === Lontrola I 100 mg/kg [——1500 mg/kg ===k ontrola
Rysunek 15.

Wplyw zanieczyszczenia badanych gleb antracenem, fenantrenem, pirenem i
chryzenem na poziomach 100 i 500 mg-kg™ na aktywno$é mikroorganizméw (potencijat
nitryfikacji) po 7 dniach oddziatywania (kontrola=100%; s — wartosci statystycznie
istotnie rézne od kontroli przy a < 0,05).
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suma 3 WWA - 7 dni

suma 4 WWA - 7 dni

180 - 180 +

120 120 -

D
o
|

NIT (% kontroli)
(@]
o

NIT (% kontroli)

0 0.

S12

S4 S8

I 100 mg/kg C—1500 mg/kg  ======kontrola B 100 mg/kg [——1500 mg/kg =======Kkontrola

Rysunek 16.

Wplyw zanieczyszczenia badanych gleb mieszaning 3 i 4 WWA na poziomach 100 i
500 mg-kg' na aktywnos$é mikroorganizméw (potencjat nitryfikacji) po 7 dniach
oddziatywania (kontrola=100%; s — wartosci statystycznie istotnie rozne od kontroli
przy a < 0,05).

W Tabeli 13 porownandrednie (dla wszystkich poziomow WWA) watd

potencjatu nitryfikacji w badanych glebach.

Tabela 13.
Zaleznos¢ oddziatywania WWA na potencjat nitryfikacji od wawosci badanych gleb
(zakres stzen WWA 0 — 500 mg- kg, czas 7 dni).

Wiasciwosci NIT (% kontroli) *
Gleba gleby
pHkc SOM Ant Fen Pir Ch >4 WWA| X 3 WWA

(n=80) (n=90) (n=90) (n=30) (n=30) (n=30)

S2 6,9 1,79 | 69,3° | 119,3 | 152, - — -

S3 5,5 1,25 | 69,6° | 50,2 | 50,7 - - -

S4 5,4 1,09 | 73,0° | 86,6 | 70,8 | 83,0 58,9 59,4

S5 6,4 1,20 - 66,7 | 89,4 | 68,8 49,2 -

S6 6,6 2,89 | 1209 | 79,3 | 89,% - - -

S7 7,0 264 | 694 | 831 | 107,8 | 108,8 | 84, -

S8 6,9 263 | 81,5 | 89, | 88,1 - - 102,

S11 5,8 159 | 97,6 | 46,2 | 37,8 - -

S12 7,0 554 | 87,7 | 8258 | 95% - - 78,7

Wartdsci oznaczone rymi literami ré&nig sie od siebie istotnie na poziomie<0,05.
*) wartosci $rednie dla wszystkich pozioméw WWA.

W  wigkszaici przypadkow silniejszy wptyw WWA na potencjat nyfikacji
obserwowano w lekkich glebach kémych S3, S4, S5 i S11 o stosunkowo niskiej
zawartdci substancji organicznej (1,25 — 1,59 %) (Rysub&kTabela 13). Natomiast

stabsz reakcg mikroorganizmow (wysze wartéci NIT) odnotowano w glebach S6,
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S7, S8 i S12 o odczynie obtyym (pHc 6,6 — 7,0) i wysokiej zawargdoi SOM (2,63
— 5,54 %) — Tabela 13.

Tabela 14.

Zaleznos¢ pomkidzy potencjatem nitryfikacji (NIT w % kontroli) w Igbach
zanieczyszczonych przez WWA a wdavosciami gleb ($rednia gleba”, gredni
poziom WWA?”, czas 7 dni).

wiasciwosci Wspotczynniki korelacji
gleb Ant Fen Pir Ch T 4AWWA | = SWWA
(n=80) (n=90) (n=90) (n=30) (n=30) (n=30)

Corg 0,17 0,14 0,21* 0,70** 0,38* 0,19
fr <0,002 mm 0,11 0,07 0,04 0,52** 0,30 0,66**
fr <0,02 mm 0,21 -0,06 -0,09 0,60** 0,33 0,52**
Nog 0,09 0,11 0,15 0,78* 0,39* 0,08
C:N 0,18 0,06 0,20 0,21 0,14 0,66**
Hh 0,08 -0,45**| -0,66** -0,37* -0,22 -0,44*
pHkci 0,05 0,37* 0,61** 0,40* 0,24 0,53**
NIT poc: 0,38** 0,16 0,48** 0,75** 0,40* 0,65**
DHpoc: 0,15 0,10 0,45** 0,59** 0,30 0,55**
ODpoc; -0,09 -0,11] -0,35**| -0,71** -0,36 0,47**

NIT poc; — pocatkowa aktywnéé nitryfikacji; DHpoc, — pocatkowa aktywneé dehydrogenazy; Ofd.,—
poczatkowa intensywnét oddychania * - istotne na pozionue0,05; ** - istotne na poziomie<0,01

Tabela 15.
Réwnania regresji wielokrotnej opigogp zalenos¢ potencjatu nitryfikacji w glebach
zanieczyszczonych przez WWA od wdavosci gleb.

WWA n réwnanie regresiji R
Ant 80 | NIT 7 =-11,6 *(pkc) + 3,8*(NIT pocy) 0,89
Fen 90 | NIT 7 =-0,88 *(fr <0,02 mm) — 13,8 *(Hh)19,2 *(NIT poc) 0,88

90 | NIT 15 =12,0 *(pkc)) 0,89
Pir 90 [ NIT 7=18,1*(Hh) + 32,8 *(NITuc) 0,81
90 | NIT 15 = 14,5 *(pklc)) — 6,3*(NIT pocz) 0,95
Ch 30 | NIT 7 = 141,6 *(69) — 6,6 *(fr <0,002 mm) 0,93
SAWWA 30 | NIT7=61,7*Gy 0,76
30 | NIT 15=76,4 *(Gy 0,84
T3WWA | 30 |[NIT7=7,3%C:N) 0,94
30 | NIT 15 = 33,6 *(Gy 0,76

NIT Lo, — pocatkowa aktywnéé nitryfikaciji; analiza regresji wielokrotnej wykona metod selekcji w

przéd bez statej w modelu, F=4,8<0,05, uwzgédnione w réwnaniach wdaiwosci gleb nie byly
skorelowane.

Wyznaczone wspotczynniki korelacji pogdiy srednimi wartdciami NIT i

wiasciwosciami badanych gleb byly raczej niskie (Tabela Bthsunkowo najwisze
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wartasci r odpowiadaty parametrom oktajacym kwasowéé¢ gleb (dla Hh: r od —0,37
do -0,66 i dla pk: r od 0,37 do 0,61) oraz pagtkowsg aktywna¢ biologiczry gleb
(dla NITpocz r 0d 0,38 do 0,75). Zwkki z zawartécia substancji organicznej w glebie
byly nieco stabsze. Najsilniej zgaane z wiéciwosciami gleb byto oddziatywanie
chryzenu, a najstabiej — antracenu (Tabela 14)sZaahnaliza wynikow (zastosowanie
rownar regresji wielokrotnej) wskazuje,ze reakag mikroorganizméw na
zanieczyszczenie gleb przez WWA Mna opisa za pomog parametrow
charakteryzujcych zarowno wigciwosci fizykochemiczne gleby (zawad®d frakcji
sptawialnej i koloidalnej, odczyn, kwasowéo hydrolityczna, zawartd wegla
organicznego, stosunek C:N) jak i biologiczne (ptcawa aktywnéé nitryfikacji) —
Tabela 15. Odpowiednie wspétczynniki determinaBff)(po 7 dniach i po 15 dniach
byly w zakresie 73 — 95 %. Reakcja mikroorganizmopa najsilniej zranicowana

przy wysokich zawartziach WWA — Rysunek 19.

4.2.3. Zalénosé oddziatywania WWA na aktywrsé mikrobiologiczry gleb od

wiasciwosci badanych zwjzkéw

W celu oceny zalmosci oddziatywania wielopidcieniowych weglowodoréw
aromatycznych na aktyws® biologiczry gleb od wiaciwosci tych zwigzkéw w
badaniach wykorzystano czteryeglowodory z grupy WWA o zrinicowanych

wiasciwosciach fizyko-chemicznych (Tabela 2 ).

gleba S4 - 7 dni gleba S7 - 7 dni
140 140

~ 120 ~ 120
S S
S 100 § 100
=~ <
S 80 g 80
= [
Z 60 Z 60

40 T T T 1 40 T

1 10 100 1000 1 10 100 1000
WWA (mgkg™) WWA (mgkg™?)
e===Ant ==fll==Fen  ==d==Ppj;f ==N=Ch == Ant === Fen == Pijr === Ch
Rysunek 17.

Wptyw antracenu, fenantrenu, pirenu i chryzenu na aktywnosc nitryfikacji w glebach S4
i S7 (po 7 dniach).
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Wyniki analizy wariancji (Tabela 12) wykazaty istgt wptyw wiasciwosci WWA na
reakcg mikroorganizmow w glebach zanieczyszczonych tymigzkami. Przyklady
tych zalenosci dla dwéch wybranych gleb o zmicowanych whaciwosciach podano
na Rysunku 17, natomiast w Tabeli 16 przedstawstopien hamowania lub stophe
stymulacji NIT we wszystkich badanych glebach przwéch najwyszych
zastosowanych poziomach WWA — 100 i 500 mg:kg

Tabela 16.

Stopi;i hamowania (-) 1 stopfe stymulacji (+) potencjatu nitryfikacji przy
zanieczyszczeniu gleb antracenem, fenantrenemmgpirechryzenem oraz mieszan

i 4 weglowodoréw na poziomie 100 i 500mg-kg* po 7 dniach oddziatywania
weglowodorow.

S2 S3 S4 S5 S6 S7 S§ S11 S12 sr*
WWA poziom - 100 mg-Kgy
Ant 25 -42] -38 | +53] -53] -24] -48] -29| -26
Fen +31| -79| -26] -64| -35| -22| -11| -94| -26| -36
Pir +48] -73| -45| -16| -18 o -12| -92| -7| -24
Ch - - -29| -30 - +10 - — - -16
AWWA - [ -25] -42 T 17 — _ _| -28
3WWA - -] -38 - - -] +6 | -33] -22
poziom - 500 mg-Kgy $r*
Ant -85| -61| -38 - +11| -53| -60| -21 -80| -48
Fen +35| -91| -38] -78| -43| -57| -25| -96 -43| -48
Pir +56| -93| -54| -14| -20 0| -38] -94 -12| -30
Ch — - -33| -53 - -1 - - - -29
AWWA - -] -87] -95] -] -35] | - 1 -72
BWWA - -| -84 - - - -3 —-|  -33| -40

(-) % hamowania; (+) % stymulacji-;, nie badano; *$rednia arytmetyczna dla poszczegéinych WWA.

Najsilniejszym oddziatywaniem toksycznym charaktenyaty s¢ antracen i fenantren
— trzypiegcieniowe vgglowodory o niszej masie cisteczkowej i stosunkowo niskich
wartagsciach  wspéiczynnika podziatlu oktanol/woda oraz mire- zwhzek
czteropiefcieniowy o0 wy:szej masie csteczkowej, ale o dé dobrej rozpuszczaldoi

w wodzie (R, = 132pug-L™) — Tabela 2. Obecié fenantrenu w dziewtiu badanych
glebach powodowata zahamowanie potencjatu nitrgfika granicach od —11 % do —
96 % grednio —36 % na poziomie 100 mg'k§—48 % na poziomie 500 mg-Ky
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Podobny stopie hamowania NIT odnotowano w glebach zanieczyszadony
antracenem (odpowiednio —26 i -48 % w stosunku datrkli) oraz pirenem
(odpowiednio —24 % i —30 % w stosunku do kontreliyabela 16. Réwniechryzen —
weglowododr o wyszej masie asteczkowej, wysokiej warfoi log Koy (5,86) i bardzo
niskiej rozpuszczalnigi (R, = 2 ng'L™) — oddzialywat toksycznie na mikroorganizmy
glebowe, jednak jego wplyw byt wyimaie stabszy (=16 % przy 100 mg-kg—29%
przy 500 mg-kg) (Tabela 16, Rysunek 17).

Efekty stymulacji potencjatu nitryfikacji stwierdao tylko w 12 % badanych
kombinacji przy czym trudno tu byto o ustalenieigdkolwiek prawidtowdci — Tabela
16.

Tabela 17.

Zaleznos¢ pomidzy reakcy mikroorganizméw glebowych (NIT w % kontroli) na
zanieczyszczenie wybranych gleb przez WWA a sewaosciami tych zwgzkow
(,$rednia gleba”, czas 7 dni, n=16).

wiasciwosci WWA Wspotczynniki korelacji

poziom 100 mg-Kg poziom 500 mg-Kg
log Kow 0,54* 0,58*
Rw -0,01 -0,37

Ry - rozpuszczaln@ w wodzie (1g9-L™); Koy — Wspotczynnik podziatu oktanol/ woda; * - istotna
poziomiea<0,05.

150 4

poziom 100 = 20,33x - 28,2
= 2 _
S 100 - R*=0.73
E - -
o - =
X~ L - -
X - ="
= 504
= poziom 500 = 23,17 - 51,2
R?=0,96
0 T 1
4 5 6
log Kow
@ 100 mg/kg W 500 mg/kg

Rysunek 18.
Zaleznos¢ sredniej wartosci NIT (,$rednia gleba”, n=16) po 7 dniach oddziatywania
WWA od wspétczynnika podziatu oktanol/woda (log Kqy).

Obserwowane zmiany potencjatu nitryfikacji byty lezaione gtéwnie od wartei log
Kow (Wspotczynniki korelacji od 0,54 do 0,58 statyztye istotne przya<0,05) —

Tabela 17Do opisu tej zalenosci najodpowiedniejsze byly rownania typu: y = ab,+
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ktére zmiany potencjatu nitryfikacji w zaleosci od log K, okrelaty w 73 — 96 %
(Rysunek 18). Nie stwierdzono natomiast statystyczistotnej zalenosci (przy
0<0,05) mierzonego parametru (NIT) od rozpuszczainweglowodorow w wodzie
(Tabela 17).

4.2.4. Zalénosé¢ oddziatywania WWA na aktywrsé mikrobiologiczry gleb od

zawartaci tych zwigzkow — zawart€ci catkowitej i w fazie wodnej

Czynnikiem w najwikszym stopniu warunkggym reakag mikroorganizmow
(NIT) w glebach zanieczyszczonych przez WWA bytavadcs¢ tych zwigzkow w
glebie (Tabela 12). Na Rysunku 19 podano przykizalgznosci potencjatu nitryfikacji
wszystkich badanych gleb od zawadiow nich fenantrenu i pirenu po 7 i 15 dniach

oddziatywania.

Tabela 18.

Zaleznos¢ oddziatywania WWA na aktywnoé nitryfikacji od poziomu
zanieczyszczenia glebysfednia gleba”) po czasie 7 dni.

NIT (% kontroli)

poziom Ant Fen Pir Ch

(mg-kg?) (n=80) (n=90) (n=90) (n=30)
0 1002 1002 100° 100°
1 93,8 92,@ 92, & 95,3
10 94,3 81,4 92,7 84,5
100 71,1 64,0 77,4 83,7
500 56,0 53,7 71,1 70,8

Wartadsci oznaczone mymi literami w kolumnach rhig sie od siebie istotnie na poziomig 0,05.

Wyniki przeprowadzonej dla catego zbioru danychliapavariancji (Tabela 18)
wskazuj, ze dla gleby o grednich wiaciwosciach” pierwsze efekty zahamowania
potencjatu nitryfikacji (LOEC) dla kalego z badanych WWA byty widocznezjprzy
najnizszym zastosowanym poziomie zanieczyszczenia (1 gity-kZwickszenie
zawartgci fenantrenu i chryzenu do 10 mg-kgowodowato dalsz inhibicje NIT,
podczas gdy w przypadku antracenu i pirenu nasilefektow obserwowano dopiero
przy poziomie WWA 100 mg-Kky(Tabela 18). Zanieczyszczenie gleb na poziomie 500
mg-kg" (najwyzsze zastosowanezgenie) we wszystkich badanych kombinacjach
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powodowato dalsg statystycznie istotn inhibicje aktywnaci mikroorganizméw
(Tabela 18, Rysunki 15, 16 i 19).

W niektérych przypadkach (gleby S3 i S7 zanieczysme fenantrenem lub
pirenem) przy najikzych zawarticiach WWA w glebie < 10 mg-kg') obserwowano
efekt stymulacji aktywngci mikroorganizméw glebowych - Rysunek 19.

W doswiadczeniu obok pojedynczycheglowodorow (antracen, fenantren, piren
i chryzen) zastosowano dla niektérych gleb rowmmeeszanig 3 (Ant, Fen, Pir) oraz 4
WWA (Ant, Fen, Pir i Ch). Na Rysunku 20 poréwnanaomg efektdw toksycznych
spowodowanych przez dodanie do gleb indywidualnyeglowodoréw (na poziomie
100 mg-kg) z toksycznym oddziatywaniem mieszaniny 3 i 4 Wwépowiednio na
poziomie 300 i 400 mg-Kg(tzn. 100 mg-k{g kazdego weglowodoru). Stwierdzonozi
efekt mieszaniny 3 lub 4 ¢glowodoréw byt znacznie #ézy niz suma efektow
toksycznych powodowanych przez indywidualne WWA g&®yek 20). W obu
przypadkach efekt mieszaniny wynosit okoto 60 % gusfektow toksycznych

odpowiednich zwgzkow.

gleba S4
A z 4 WWA

-100 -

-120 -

40 L=

460 L
[MAnt OFen OPir OCh |

stopien hamowania Nit (%)

Rysunek 20.

Efekt hamowania potencjatu nitryfikacji w glebie S4 po 7 dniach oddziatywania WWA,

2 4 WWA — efekt mieszaniny 4 WWA, Z 3 WWA - efekt mieszaniny 3 WWA, A — suma
efektow toksycznych indywidualnych WWA (antracen+fenantren+piren+chryzen).

W drugiej serii déwiadczenia obliczono réwnie (zgodnie z réwnaniem
opisanym w podrozdziale 3.3.2.1.) zaw&t&VWA w fazie wodnej gleb. Uzyskane
wyniki przedstawiono w Zatzniku A w Tabeli A-3, A-4 i A-5 oraz na Rysunku.21

W wiekszaici gleb teoretyczne gtenie antracenu i chryzenu w fazie wodnej
osiggato granie rozpuszczalr&i juz przy zawartéci tych zwigzkéw w glebie 10
mg-kg', w przypadku pirenu odpowiadato to poziomowi zamjszczenia 100 mg-Kg
a dla fenantrenu — 500 mg-kg(Rysunek 21). Najwisze sizenia najlepiej
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rozpuszczalnego w wodzie fenantrenu odpowiadatpayte S3, S4 i S5 o stosunkowo

niskiej zawartéci substancji organicznej (Zaiznik A, Tabela A-3).

gleba S4 gleba S7

10000,0 10000,0
- -
5 1000,0 S 1000,0

o
2 2
@ 100,0 o & 100,0
N = N =
L2 £ D
> 2 100 > 2 100
< <
2 1,0 = 1,0
= =
01 ‘ 0,17 ‘
1 10 100 1000 1 10 100 1000
WWA w glebie (mgkg™) WWA w glebie (mgkg™)
| ——Anm —m—Fen —O0—pPr —»—Ch | | —o—Am —@—Fen —O—PIr ——Ch |

Rysunek 21.

Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig antracenu, fenantrenu, pirenu i chryzenu w glebach
S4 i S7 (o zroznicowanych wiasciwosciach) a przewidywang zawartoscig tych
weglowodoréw w fazie wodnej (z uwzglednieniem granicy rozpuszczalnosci WWA).

4.2.5. Zalénos¢ oddziatywania WWA na aktywré mikrobiologiczry gleb od

Czasu

Kolejnym czynnikiem istotnie thicujgcym reakc mikroorganizméw na
zanieczyszczenie gleb przez WWA byt czas oddziatyaabadanych zwizkow.
Wplyw czasu byt jednak stabszyzniv przypadku pozostatych czynnikow (Tabela 12).
Na Rysunku 22 (na przyktadzie pirenu) poréwnanoywpfVWA na wart@¢ NIT po 7 i
15 dniach inkubacji przy dwoch najggzych zastosowanych poziomach
zanieczyszczenia 100 i 500 mg'kg

Z przedstawionych danych (Rysunki 19 i 22) wynikatrudno jednoznacznie
okresli¢ wpltyw czasu na aktywré nitryfikacji. W niektérych glebach (np. S7)
silniejsze oddziatywanie WWA obserwowano po mkym czasie, a w innych
przypadkach (kwane gleby lekkie S3, S4 i S11 o niskiej zawgetd&SOM i najniszej
nitryfikacji pocztkowej) silniejsze hamowanie potencjatu nitryfikampserwowano po
7 dniach od wprowadzeniagglowodorow. Wydhienie czasu oddziatywania WWA do
15 dni powodowato w tych glebach zmniejszenie @wktoksycznych (Rysunki 19 i
22).
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piren - 100 mg kg™ piren - 500 mg kg™

120 120 -
I T
S80- 80 -
S S
E 40 E 40
z z
04 0
S3 S4 S5 S6 S7 S8 Sl1 Sl12 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Sl11 S12
C—7dni BEEEE15dni =—=Lkontrola C—7dni EEEE15dni =—Lkontrola
Rysunek 22.

Poréwnanie potencjatu nitryfikacji gleb zanieczyszczonych pirenem (poziom 100 i 500
mg-kg™ po 7 i 15 dniach oddziatywania (kontrola=100%; + odchylenie standardowe).

4.2.6. Wyznaczenie parametréow toksycmio WWA w stosunku do

mikroorganizmoéw glebowych

Na podstawie zakmosci pomidzy zawartécia WWA w glebach i w fazie

wodnej a reakg] mikroorganizmow glebowych wykrang zmianami potencjatu
nitryfikacji (Rysunek 19) wyznaczono wspoétczynnikksycznéci WWA. W tym celu
wykorzystano rownania regres;ji liniowej (istotnepaiomiea<0,1), w oparciu o ktére
wyliczono dawki WWA powodujce 20 i 50 % zahamowanie NIT (odpowiednioiC
ECso). Przyktady zalenoéci opisanych rownaniami podano na Rysunku 23, doda@r
wyznaczonych wspétczynnikéw toksyczeo po czasie 7 dni w Tabelach 19 i 20,
natomiast po 15 dniach w Tabelach 19a i 20a.
W celu okrélenia LOEC (najniszego sizenia WWA powodujcego istotg inhibicje
aktywnasci mikroorganizmow) oraz NOEC (najwgzego stzenia, przy ktorym nie
obserwujemy istotnych zmian) zastosowano agahariancji (ANOVA, test LSD,
0<0,05).

Dla wszystkich wglowodoréw wyznaczone wspofczynniki toksycgcio
zalezaty od wiaciwosci gleb (Tabele 19 i 19a). Na 35 kombinacji (gI&®WA) w
badanym zakresie ¢gten miescito sie 50 % wartéci NIT-ECso. Wartaici tego
wskaznika byly na podobnym poziomie i wynosity dla aseau: 243 — 396 mg- Ky
fenantrenu: 6 — 485 mg-Rkgpirenu: 57 — 497 mg-Kg chryzenu: 420 — 449 mg-kaq
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dla mieszaniny 4 WWA: 178 — 457 mgkgrzy czym czas kontaktu WWA/gleba miat
niewielki wptyw (Tabela 19 i 19a).

Fen w glebie
150 ,  S6=-0,056x + 82,50 S11= -20,12x +50,7
R?=0,71 R*=0,34

S7=-0,11x+ 95,4
R%?=0,94

]
S12=-0,06x + 83,8
R*=0,92
0 T .\
1

0 .. 100
Fen (mgkg™)

e
S
S
%

—

NIT (% kontroli)

)]
o

1000

Fen w fazie wodnej

150 -
S6=-0,02x+831  S7=.0,043x+ 96,8
R%?=0,75 R?=0,96
5100 pE =
= S11 = -0,053x + 60,7
o
< R®=0,50
9\_/
- il
E 5071 s12-.004x+878
R?=0,92 *
0 T T T 1
1 10 100 1000 10000

Fen (ugL™)
|[—kontrola MW S6 X S7 & S1I O S12|

Rysunek 23.
Réwnania regres;ji liniowej opisujgce wplyw zawartosci fenantrenu w glebie i w fazie
wodnej na aktywnosé nitryfikacji (na przyktadzie wybranych gleb).

Natomiast w fazie wodnej gtenia WWA powodujce 50 % zahamowanie
aktywnaci nitryfikacji w badanym zakresie nmoa byto wyznacz tylko w 30 — 37 %
przypadkow (Tabela 20 i 20a). Waitd wskanika NIT-EGo nie przekraczafe
granicy rozpuszczaldoi uzyskano dla gleb zanieczyszczonych fenantrenpimenem
oraz mieszanm 3 i 4 weglowodorow. Po 7 dniach wynosity one dla Fen: <2088
ug-LY Pir <2 — 131ug-L*, = 4 WWA: 472 — 640ug-L* i £ 3 WWA: 743pg-L?
(Tabela 20), zapo 15 dniach wartei te byly wyranie wyzsze i wynosity Fen: 297 —
1295ug- LY, = 4 WWA: 863 — 105219- L1 i £ 3 WWA: 903ug- L* (Tabela 20a).
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Drugim wyznaczonym wskaikiem toksycznéci WWA byto EG,, — stzenie
weglowodorow powodujce 20 % zahamowanie potencjatu nitryfikacji. W baga
zakresie stzen wartasci NIT- ECyo udato s§ wyznaczy zarowno w glebie jak i w fazie
wodnej w 43 — 50 % kombinacji. Uzyskane wéciadznity sie¢ znacznie w zalanosci

od badanego yglowodoru i rodzaju materiatu glebowego (Tabelalldg, 20 i 20a).

Tabela 19.

Wskazniki  toksycznéci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru potencjatu
nitryfikacji) w zakresie 1 — 500 mg-Kggleby po 7 dniach oddziatywania badanych
ZWigzkow (n=8).

WWA 7 dni
S2 | S3| sS4| sS5| s6]| S7| sg S11 S12
ECac(mg-kg)
Ant <1 <1 <1 - >500 <1 120 373 26
Fen <1 <1 201 <1 45 140 347 <1 130
Pir <1 <1 <1 n.o. 444 | >500 | 226 <1 >500
Ch - - 121 <1 - >500 - - -
AWWA | -l .63 | 15 | . 247 | R D S -
3WWA - - <1 - - - >500 - 223
ECsc(Mmg-kg)
Ant 243 327 | >500 - >500 | 379 396 | >500 | 264
Fen <1 24 >500 | 225 | >500 | 412 | >500 6 >500
Pir <1 57 390 n.o >500 | >500 | >500 <1 >500
Ch - - >500 | 449 - >500 - - -
AWWA - - 245 178 - >500 - - -
3WWA | - -] 81 |- - - - >500 | - | >500
LOEC (mg-kg")
Ant 1 1 1 - 10 100 100 100 10
Fen 10 1 100 1 1 10 1 10 10
Pir 1 1 1 1 1 1 10 1 100
Ch o oS 10 | 1 - 500 . S U IO -
AWWA | - 10 | 100 | i 100 pS U IO o
3WWA - - 10 - - - 300 - 10
NOEC (mg-kg")
Ant <1 <1 <1 - 1 10 10 10 1
Fen 1 <1 10 <1 <1 1 <1 1 1
Pir <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1 10
ch ol S L S 0 i 100 . SO U IO .
AWWA | - <10 | 10 | . 10 | I
3WWA - - <10 - - - 100 - <10

n.o. — nie zaobserwowano statystycznie istotnejpgigna poziomie<0,1;
EC, wyznaczone z rowniaregres;ji liniowej;
LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSDp<0,05).
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W 30 — 40 % przypadkdéw (zarbwno po czasie 7 jak dhi) uzyskano wartai NIT-
EC, ponizej najniszego zastosowanegaznia (1 mg-kg) (Tabela 19 i 19a). W
badanym zakresie¢gen po 7 dniach najusze NIT-EGo dla antracenu odpowiadaty
wartcsici 26 mg-kg' (gleba S12), dla fenantrenu — 45 mg*Kgleba S6), dla pirenu —
226 mg-kd (gleba S8), dla chryzenu — 121 mg*kglla mieszaniny 4 WWA — 15
mg-kg' (gleba S5) a dla mieszaniny 3 WWA — 223 md" kgjeba S12) — Tabela 19.

Tabela 19a.

Wskazniki  toksycznéci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru potencjatu
nitryfikacji) w fazie wodnej gleb zakresie 1 — 500g-kg" gleby po 15 dniach
oddziatywania badanych zyzkow (n=8).

WWA 15 dni
S2 | s3| s4| ss5| se| S sg S
ECac(mg-kg)
Ant n.o n.o - - - - - - n.o
Fen <1 90 <1 6 484 110 177 <1 >500
Pir 114 <1 422 197 263 <1 15 <1 247
Ch . . 62 | <1 i <1 i . .
AWWA | o R 139 | 232 | - - .>500 | o R B -
3WWA - - 28 - - - 162 - <1
ECsc(Mmg-kg)
Ant n.o. n.o - - - - - - n.o
Fen 475 265 153 274 >500 485 >500 73 >500
Pir >500 261 >500 428 >500 430 491 | >500 | >500
Ch - - >500 | >500 - 420 - - -
AWWA | o R 341 | 457 | - .>500 | o R B -
3WWA - - 284 - - - 500 - >500
LOEC (mg-kg")
Ant 1 1 - - - - - - 500
Fen 10 1 1 1 10 10 100 1 10
Pir 100 1 100 100 10 1 1 1 10
Ch o S 1 1 | i 11 i N i B
AWWA | i N 100 | 400 | - | 500 - | o -
3WWA - - 100 - - - 100 - 300
NOEC (mg-kg")
Ant <1 <1 - - - - - - 100
Fen 1 <1 <1 <1 1 1 10 <1 1
Pir 10 <1 10 10 1 <1 <1 <1 1
Ch |- o <l | <1 i <L | o
AWWA | O R R 10 | 100 | - | 400] ol R B -
3WWA - - 10 - - - 10 - 100

n.o. — nie zaobserwowano statystycznie istotrogje®i na poziomie<0,1;
EC, wyznaczone z rowniaregres;ji liniowej;
LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSD@<0,05).
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Wyznaczone w fazie wodnej najsze wartéci EC,p wynosity odpowiednio Ant: 3
ng-L, Fen: 155ug-LY, Pir: 7ug-L?, Ch: 2ug-L*, £ 4 WWA: 92ug-L* i £ 3 WWA:

131 ug-L* (Tabela 20). Natomiast po dsrym czasie oddziatywania zwkéw (15

dni) dla fenantrenu, pirenu i chryzenu otrzymanzsze wartéci Nit-ECyo i wynosity

one odpowiednio 6, 15 i 62 mg-kgtylko dla mieszaniny 4 WWA uzyskano sze
ECy (139 mg-kd) — Tabela 20.

Tabela 20.
Wskazniki  toksycznéci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru potencjatu
nitryfikacji) w fazie wodnej gleby po 7 dniach odalywania badanych zwikow

(n=8).
WWA 7 dni
S2 | s3| s4| ss5| se| S7 sg S
ECoo(ugL™)
Ant 11 4 n.o - n.o. 3 28 45* 10
Fen <5 <7 677 156 155 390 952 <6 196
Pir n.o <3 7 n.o 132~ 132* 101 <2 132*
Ch - o 2 |.<1 ] s s R DO -
AWWA | - 211 | 92 | . ol I 322 | p B .
3WWA - - 131 - - - 749* - <14
ECso(ngL™)
Ant 45% | 45* n.o - no. | 45% | 45¢ | 45 42
Fen <5 260 1300* 692 1300* | 1088 | 1300* 202 945
Pir n.o 50 131 | no. | 132 | 132* | 132* | <2 | 132*
Ch ] ] o 2% ; o ; ] ;
AWWA | o R 640 | 472 | - 608* | o RO B -
3WWA - - 743 - - - 749* - 455*
LOEC (ug'L™
Ant 5 7 8 - 32 45* 45* 45* 18
Fen 50 7 833 7 3 34 3 57 17
Pir 2 3 3 3 1 1 14 2 72
Ch - 2* 0,4 - 2% - - -
AWWA | N e I - Y ST 168 | A o
3WWA - - 68 - - - 749* - 14
NOEC (ug'L™)
Ant <5 <7 <8 - 3 35 35 45* 2
Fen 5 <7 83 <7 <3 3 <3 6 2
Pir <? <3 <3 <3 <1 <1 1 <2 7
Ch |- S 05 | <04 ] - | Z o RO B -
AWWA | o N =0 N ar | i 21 | R R -
3WWA - - <68 - - - 207* _ <14

n.o. — nie zaobserwowano statystycznie istotnejpgigna poziomie<0,1;

* wartosci z uwzgbdnieniem granicy rozpuszczakud,

EC, wyznaczone z rowniaregres;ji liniowej;

LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSD@<0,05).
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Przedstawione w Tabeli 19 i 19a dane wskfzidjw wickszaci przypadkow badane
weglowodory wykazywalty silniejsze oddziatywanie toksge na mikroorganizmy
glebowe (NIT) po 7 dniach trwania @@adczenia. Najiisze wartéci LOEC, w 90 %

odpowiadajce poziomowi zanieczyszczenia 1 — 10 md:kgtwierdzono dla gleb
zanieczyszczonych fenantrenem i pirenem. Nie stlz@mro wyranej zalenosci tego

wskaznika (LOEC) od wihaciwosci badanych gleb (Tabela 19 i 19a).

Tabela 20a.
Wskazniki  toksycznéci WWA (wyliczone na podstawie pomiaru potencjatu
nitryfikacji) w fazie wodnej gleby po 15 dniach algtywania badanych zgakow

(n=8).
WWA 15 dni
S2 | s3| s4| ss5| se| S7 sg S
ECoo(ugL™)
Ant <5 n.o. - - - - - - n.o.
Fen <5 390 40 172 1269 310 484 <g n.o.
Pir 62 <3 132* 132* 94 <1 28 <2 76
ch ol oS 1 |.no. | - | . 1 1. uS S I o
AWWA | - 386 | 560 | - | <21l | pS D N .
3WWA - - 205 - - - 282 - 259
ECso(ugL™)
Ant <5 n.o - - - - - - n.o
Fen 1139 770 557 839| 1300* | 1247 1295 297 | n.o
Pir 132* | 119 | 132* | 132* | 132* | 132* | 132*| 132%| 132*
Ch - - 2* n.o - 2% - - -
AWWA | - o] 863 | 1052| - | _ <21 | S D S -
3WWA | - - 903 - - - 749 - 455+
LOEC (ug'L™
Ant 5 7 - - - - - - 45*
Fen 50 7 8 7 31 34 343 6 17
Pir 132* 3 132% | 132* 13 1 1 2 7
Ch - - 0,5 0,4 - 0,2 - - -
AWWA | S 342% | 929* | - 6088* | N -
ISWWA | S 348 |- - - - 207 | - | 291*
NOEC (ug'L™)
Ant <5 <7 - - - - - - 45*
Fen 5 <7 <8 <7 3 3 34 <6 2
Pir 21 <3 35 31 1 <1l <1l <2 1
Ch - - <0,5 <0,4 - <0,2 - - -
[AWWA | N 313* | - 522% | N -
3SWWA - - 68 - - - 28 - 127*

n.o. — nie zaobserwowano statystycznie istotnejpgigna poziomie<0,1;

* wartosci z uwzgbdnieniem granicy rozpuszczakud,

EC, wyznaczone z rowniaregres;ji liniowej;

LOEC i NOEC —okrélone w oparciu o anakzwariancji (ANOVA, test LSD@<0,05).
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4.3. WYZNACZENIE PRZEWIDYWANEGO ST EZENIA  WWA NIE
POWODUJACEGO EFEKTOW TOKSYCZNYCH

W oparciu o0 uzyskane waktm wspotczynnikow toksyczrigsi WWA w
stosunku do rdin (podrozdziat 4.1.7.) i do mikroorganizmow gletyach (podrozdziat
4.2.6.) wyznaczono przewidywanesznia weglowodorow nie powodygge efektow
toksycznych (PNOEC — anBredicted No Observed Effect Concentrafion
W tym celu wykorzystano réwnanie zaproponowane pdsnsen’a i Folker-Hansen’a
[1995]:

PNOEC = najnisza wartéé ECx - 100",
uwzgkdniagce najniszz wartgs¢ wspotczynnika toksyczioi EC,, oraz tzw.
,Wspotczynnik bezpieczsstwa”, a uzyskane waro PNOEC przedstawiono w Tabeli
21.

Tabela 21.
Przewidywane stenia WWA nie powodugce efektow toksycznych (PNOEC -
Predicted No Observed Effect Concentra}ion

PNOEC (mgkg")
WWA rosliny* mikroorganizmy**
Ant 5,67 0,26
Fen 1,01 0,45
Pir 0,43 2,26
Ch - 1,21
Y~ 4 WWA 1,14 0,15

*) okreslone na podstawie pomiaru diugdtodygi,
**) okreslone na podstawie pomiaru potencjatu nitryfikacji.
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5. DYSKUSJA

5.1. ODDZIALYWANIE WWA NA RO SLINY

Zanieczyszczenie gleb przez zwki z grupy WWA wywieratlo wplyw na
wzrost rélin w pocatkowym (10 — 14 dni) okresie ich rozwoju. §iay w tej fazie
wzrostu wykazuj szczegolg wrazliwos¢ na dziatanie substanciji szkodliwych [Mitchell
I in. 1988, Smreczak 1998, Maliszewska-KordybaBmireczak 2000]. Zaobserwowane
efekty obejmowaty obaenie wzrostu agci nadziemnych, zmniejszenie plofwiezej
i suche] masy rdin (Zalgcznik B, Tabele B-1, B-2 i B-3), a ta& zahamowanie
wzrostu korzeni (Rysunki 1 i 2). Szczegotpwcerg oddziatywania WWA na ihiny
oparto w tej pracy na pomiarach dtdgo czesci nadziemnych (stan korzeni nie
gwarantowat bowiem doktadnych pomiaréw). Pomiaryimmwywotywanych przez
WWA w czgéciach nadziemnych gbn wykorzystywane byly t& w innych badaniach
[Mitchell i in. 1988, Maliszewska-Kordybach i Smeak 1999, Gong i in. 2001,
Sverdrup 2001, Turek-Szytow i Miksch 2001] orazzahe $w normie ISO [11269-2:
1995].

Zaobserwowane efekty obejmowaty — w zalgci od wplywu czynnikéw
uwzgkdnionych w badaniach — zaréwno stymulacje jak | t\aamie wzrostu rdin
(Tabela 7, Rysunki 51 7).

Stymulupcy wptyw WWA na wzrost badanychdlon obserwowano przewaie
przy nizszych zawartéciach WWA € 100 mg-kd), ale w niektérych przypadkach np.
w glebach zanieczyszczonych chryzenem, istotnytadekiatni byt widoczny nawet
przy najwyszej zawartéci tego weglowodoru rzdu 1000 mg-K§ (Tabele 7 i 9,
Rysunek 3b). Rding najczsciej reaguyca dodatnio na obecdd WWA byt rzepak
(Tabela 7, Rysunki 3a, 3b i 7), ale zjawisko toevb®wano i dla pozostatych dm
(Rysunki 1 i 2). Nasiona rzepaku charaktery®ak duzg zawartdciag ttuszczu redu 42
— 49 % [Wilczek 1993], co me sprzyjé stymulupcemu oddziatywaniu WWA na
wzrost tej réliny [Smreczak 1998]. Stymulagy wplyw zwigzkOw 0 wyszej masie
czagsteczkowej na wzrost §tin (np. kapusty i sataty) w glebach zanieczyszgzbn
przez WWA notowano rowniew innych pracach [Kummerova i in. 1995, Smreczak
1998, Maliszewska-Kordybach i Smreczak 1999, Maligska-Kordybach i Smreczak
2000, Fismes i in. 2002]. Wedtug Fismes’a i in. 2D weglowodory o wyszych
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masach i strukturze ggteczek zblionej do giberelin magoddziatywd na rgliny jako
stymulatory wzrostu. Mechanizm stymulacji wzrostwslin - przy niewielkich
zawartdciach substancji toksycznych okie sk mianem hormesis’, ttumaczony jest
specyficzm ewolucg mechanizmu kontroli fizjologicznej w organizmachk, wyniku
ktorej obserwuje ginadmierg reakcg na mate odchylenia od normy [Jensen i Folker-
Hansen 1995]. Zjawisko to tlumaczone jest rOwnigrzez: wzrost aktywrigi
mikrobiologicznej w wyniku biodegradacji WWA prowagty do poprawy warunkow
rozwoju ralin, mozliwos¢ dziatania WWA jako aktywatorOw wzrostu stim oraz
wzrost dosfpnasci skladnikébw pokarmowych w glebie spowodowanyazsiniem
WWA przez castki glebowe [Jensen i Folker-Hansen 1995, Malisk@aaKordybach i
Smreczak 2000].

Przy wyzszych zawartéciach WWA (> 100 mg-K wzrost badanych gbin
ulegat w wikszaici przypadkéw wyranemu zahamowaniu (Tabele 7 i 9, Rysunek 7),
CO pozostaje w zgodzie z wynikami weéaejszych prac [Mitchell i in. 1988, Sverdrup
2001, Maila i Cloete 2002, Smreczak i Maliszewskad¢bach 2003]. Mechanizm
toksycznego oddziatywania WWA nashoy zostat opisany przez Goodman’a i in.
[1992] oraz Ren’a i in. [1996]. We wczesnym staditmawoju wzrost korzeni &in
zachodzi gtéwnie poprzez rozrost komorek, w mnigjsza stopniu przez podziaty
komoérkowe. Obecne woéwczas w glebie gk toksyczne (w tym WWA) mag
hamowa& dziatanie hormonow wzrostu (np. auksyn) lub wpkwaa zmiany
metabolizmu komorkowego, mggoéwniez powodowa mechaniczne uszkodzenia bton
komorkowych [Goodman i in. 1992]. Takie oddziatyweanWWA prowadzi do
zmniejszenia zdolrigi komorek do zatrzymywania wody i sktadnikow pakamych,
CO mae przejawid sSig zmniejszeniem nagromadzeniwiezej masy korzeni przy
jednoczesnym braku wpltywu na procesy elongacji kako Natomiast poprzez
utrudnianie transportu substancji zgdczych z korzeni WWA mag pasrednio
wplywat rowniez na wzrost nadziemnych gzi roslin [Goodman i in. 1992, Ren i in.
1996].

Wplyw WWA na wzrost rélin uzalezniony byt zarowno od gatunku doy,
wiasciwosci weglowodoréw, poziomu zanieczyszczenia gleb przez WWak i od
wiasciwosci badanych gleb (Tabela 4). Najistotniejszym cakiem decydujgcym o
oddziatywaniu WWA byta wraiwos¢ gatunkowa réin, ksztattupca s¢ w kolejnaci:
pomidor > pszenica > rzepak (Tabele 7 i 10). W paziku pomidora pierwsze efekty
toksyczne obserwowano 7uprzy zawartéci WWA 10 mgkg™ (Rysunki 5 i 7), a
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najnizszy odnotowany wskaik toksyczndci td-ECy (43 mgkg?) odpowiadat
hamowaniu wzrostu tej $bny w glebie S9 zanieczyszczonej pirenem (Tabeéa 1
Natomiast dla pozostatych dm wyznaczone warkei LOEC byly nawet 100 razy
wyzsze (Tabela 10); istadninhibicje wzrostu pszenicy i rzepaku stwierdzono dopiero
przy poziomie 100 lub 500 mgy' (Tabela 9). Wysok czuldi¢ pomidora na
zanieczyszczenie gleb przez WWA potwierdzonazéalw badaniach Maliszewskiej-
Kordybach i Smreczak [1999, 2000], gdzie zaobsermvawnasipujaca wrazliwosé
roslin na zanieczyszczenie gleb mieszantWWA: pomidor > pszenica > owies
fasola > stonecznik > kukurydza.

Oddziatywanie WWA na rdiny bytlo uzalenione réwnie od wiaciwosci
gleby (Tabela 6, Rysunki 3a i 3b), ale przy niewigglilosci badanych gleb trudno byto
ustalé istotne zalenosci pomidzy wiaciwosciami materiatu glebowego a reakcj
roslin. Nieco silniejsze efekty toksyczne stwierdzom@rzypadku rélin uprawianych
na glebie kwénej o niskiej zawartai substancji organicznej (SOM = 0,95 %), &wi
w warunkach mniej korzystnych dla ich rozwoju [Wibk 1993]. Natomiast mniegz
wrazliwos¢ roslin odnotowano na glebach bardziej zasobnych w SQmlbela 6,
Rysunek 4), co me wigzat si¢ z silniejsa sorpcg WWA przez glebow substang
organiczm [Chiou 1989, Reid i in. 2000, Sijm i in. 2000, Hwgai Cutright 2003], a tym
samym z mniejsgich dos¢pndscia dla ralin [Boesten 1993, Reid i in. 2000, Sijm i in.
2000, Sverdrup 2001, Semple i in. 2003]. Podobraleznos¢ zmniejszenia
oddziatywania WWA na wzrost §bn w glebach o wysokiej zawaa substancji
organicznej stwierdzity Maliszewska-Kordybach i $ewrak [2000].

Poza parametramirodowiskowymi (gleba, gatunek dlmy) bardzo istotne
znaczenie w ocenie fitotoksycznego oddziatywania X\Whialy wiasciwosci
poszczegolnych zwkkow (Tabela 4). Najsilniejsze efekty hamowania ostu rglin
zanotowano w glebach zanieczyszczonych fenantrar@nenem (Tabela 7, Rysunek
5), a znacznie stabsze - antracenem i chryzenegglowodorami 0 malej
rozpuszczalnai w wodzie (R,) i stosunkowo wysokiej hydrofobowa [Sabljic i in.
1995, Terytze i in. 1995, Reid i in. 2000]. Stwimrdo, ze fitotoksyczny efekt WWA
(Rysunek 6, Tabela 8) uzaleony byt przede wszystkim od ich rozpuszczatov
wodzie (wspoétczynniki korelacji od —0,42 do —0,5Rpzpuszczalng w wodzie jest
podstawow cechy wptywajaca na dostpnas¢ WWA dla raslin, ktére mog pobierd te
zZwigzki z roztworu glebowego. Zawakio WWA w fazie wodnej gleby utsamiana

jest czsto z biodostpng frakcjg tych zwazkdéw w glebie [Swartz i in. 1995, Reid i in.
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2000, Sijm i in. 2000], choctawielu badaczy uwa ten problem za do bardziej
skomplikowany, stosa¢ w celu okrélenia frakcji biodosipne] WWA bardziej ziégone
metodyki [Cuypers i in. 2000, Smreczak i Harmsef120Harmsen 2004]. Roztwor
glebowy bowiem nie jest czyswody, lecz zawiera rozpuszczalne sktadniki mineralne i
organiczne, substancje koloidalne, zawiesiny agajazy [Uggla 1979, Misztal i i in.
1997, Zawadzki 1999].Taki skiad roztworu glebowego prawdopodobnie zeno
zwicksza& rozpuszczalng WWA, czego wyrazem nme by (zaobserwowany w tej
pracy) wzrost efektdw toksycznych (Tabela 9) nawet przekroczeniu granicy
rozpuszczalnai weglowodoréw w wodzie (Rysunek 9, Zaknik A, Tabela A-1).

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach efektycksy mieszaniny 4 lub 3
WWA byt nizszy (Tabela 7, Rysunek 8)zrsuma efektow toksycznych indywidualnych
weglowodorow. Mae toswiadczy o innym ni narkotyczny [Di Toro i in. 2000, Lin i
in. 2004] mechanizmie oddziatywania WWA naslioy. Niemniej przy ocenie
fitotoksyczndci WWA zaobserwowanécisty zwigzek pom¢dzy efektami mieszaniny
i sumg efektow jej skladnikéw. Istotr$d tego zwizku wzrastata wraz ze wzrostem
zawartéci WWA w glebie (przy poziomie 1000gkg™ efekt mieszaniny mma byto
w okoto 90 % ocemdina podstawie sumarycznych efektéw pojedynczych VWA
Uzyskane wyniki trudno poréwihaz danymi innych autoréw, gdyw literaturze
naukowej brak jest doniesie tego zakresu.

Wyznaczone w oparciu o pomiar dhégo todygi wartgci wspoétczynnikdw
toksyczndci zaleaty w sposoéb istotny od gatunkusliay oraz wiaciwosci badanych
zwigzkow (TabelelO i 11). Najwgz wrazliwosé¢ na obecn&& WWA wykazywat
pomidor, reakcja tej #&iny byla najsilniejsza w glebach zanieczyszczonych
fenantrenem (E&: 101-387 mekg), pirenem (EGo: 43-229 mekg™) i mieszanin 4
WWA (EC,o: 114-183 mekg™) — Tabela 10. Uzyskane wyniki poréwnano z danymi
literaturowymi dotycacymi toksycznéci WWA w stosunku do din (Tabela 22).
Wartasci wyznaczonych wskaikéw toksycznéci z reguty odpowiadaty wynikom
innych bada [Maliszewska-Kordybach i Smreczak 1999, Maliszeav&lordybach i
Smreczak 2000, Sverdrup 2001]. Jednak wks#aci przypadkéw poréwnywanie
uzyskanych rezultatbw z wynikami innych prac jestdhe ze wzgidu na fakt, #
dotychczasowe badania prowadzone byly w bardzaznmméwanych warunkach
(testowano réne gatunki rélin i rézne weglowodory, czs¢ bada prowadzono w

glebach, cgs¢ natomiast w roztworach wodnych) — Tabela 22.
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Tabela 22.
Poroéwnanie wyznaczonych wskakow fitotoksycznéci WWA z informacjami z
literatury.

wskaznik toksyczngci warunki
roslina (mgkg?) doswiadczenia literatura
ECw | NOEC
kietkowanie nasion
salata 59050 190 > WWA, Baund-Grasset i in. 1993
proso 117Qs0) 390 gleba naturalnie
owies 181550 605 zanieczyszczona
owies 52550 doswiadczenie Mitchell i in. 1988
soja > 100Qs0) laboratoryjne,
antracen, gleba: SOM
2%, pH5,5
rzezucha 390 olej mineralny, Gongiin. 2001
rzepa gleba naturalnie
zanieczyszczona
rzezucha 5@ ~ 5 WWA Maila i Cloete 2002
100Qsgo) gleba naturalnie
zanieczyszczona
jeczmien 100 déwiadczenie Smreczak i
gorczyca |aborat0ryjne, Maliszewska-Kordybach
biata ¥ 4 WWA 2003
stonecznik gleba: SOM 1,4 %, pH
7,0
rzepak 4* déwiadczenie Reniin. 1996
laboratoryjne,
antracen,
benzo(a)piren,
fluoranten

roztwor wodny

dtugos¢ korzenia

salata 120Qs0) > WWA, Baund-Grasset i in. 1993
proso 422850 gleba naturalnie

owies 430Qs0) zanieczyszczona

satata 10@* doswiadczenie Kummerova i in. 1995

laboratoryjne,
benzo(a)piren,
roztwér wodny

rzepak &o* doswiadczenie Reniin. 1996
laboratoryjne,
antracen,
benzo(a)piren,
fluoranten
roztwor wodny
pszenica 7320) doswiadczenie Maliszewska-Kordybach
owies 9620 laboratoryjne, i Smreczak 1999, 2000
kukurydza 1510 ~ 4 WWA
pomidor 4720 3 gleby: SOM 1,25-
fasola 90,20 5,54 %, pH 6,8-7,9
stonecznik 9720

*) stezenie WWA wyraone w mgL™”, SOM — zawart& substancji organicznej (anoil Organic
Matter).
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Tabela 22.

Poroéwnanie wyznaczonych wskakow fitotoksycznéci WWA z informacjami z
literatury c.d..

wskaznik toksyczngci warunki
roslina (mgkg?) doswiadczenia literatura
ECy |  NOEC
diugosé todygi
pszenica 7620 /10 dodwiadczenie Maliszewska-Kordybach
owies 9500) laboratoryjne, i Smreczak 1999, 2000
kukurydza 138, 100 > 4 WWA
pomidor 2250 10 3 gleby: SOM 1,25-
fasola 11Q20) 100 5,54 %, pH 6,8-7,9
stonecznik 125,
pszenica wyniki niniejszej pracy
pomidor 432094720 10-500
rzepak
swieza masa cesci nadziemnych
owies 3050) doswiadczenie Mitchell i in. 1988
soja > 100Qs0) laboratoryjne,
antracen, gleba:
SOM 2 %, pH 5,5
rzezucha 39Q20) olej mineralny, Gong i in. 2001
rzepa gleba naturalnie
zanieczyszczona
koniczyna 3720 — 14Q) dawiadczenie Sverdrup 2001
czerwona 7920)— 71Qs0) laboratoryjne,
fluoren, fenantren,
gorczyca T720)— 65Q0) piren, fluoranten,
biata 48Q20) — 160Qs5) gleba: SOM 2,8 %,
pH 6,2
rajgras 30Q20) — 130Q,0)
76Q20) — 120G

SOM - zawarté¢ substancji organicznej (angoil Organic Mattey.

Wyznaczone wart@i wspotczynnikow toksyczrssi WWA w stosunku do
roslin (Tabela 10) wykorzystano, zgodnie z propozydgnsen’a i Folker-Hansen’a
[1995], do obliczenia przewidywanychestn weglowodorow nie powodyggych
efektow toksycznych (PNOEC) — Tabela 21. Uzyskaaetaici PNOEC wynosity dla
gleb zanieczyszczonych antracenem: 5,67kgiy fenantrenem: 1,01 migy?, pirenem:
0,43 mgkg™ i mieszania 4 WWA: 1,14 mekg™. Wyznaczone stenia nie powodaie
efektow toksycznych dla antracenu, fenantrenu erpir byly znacznie wgze ni
graniczne zawartgi tych zwizkéw (0,1mgkg') podawane w krajowych regulacjach
prawnych dla gleb aytkowanych rolniczo [Rozp. MirSrod. 2002]. Natomiast waré
dla mieszaniny WWA odpowiada w przy#niu wartdci granicznej z
Rozporadzenia dlax 9 WWA. Biorgc pod uwag, ze w Polsce tylko ok. 10 % gleb
uzytkowanych zawiera WWA w ikei > 1 mgkg™ [Terelak i in. 1999, Maliszewska-

90



Kordybach 2000] problem negatywnego oddziatywanidVX/ na raliny na tych

obszarach mma uwaac za bardzo ograniczony.

5.2. ODDZIALYWANIE WWA NA AKTYWNO SC MIKROBIOLOGICZN A
GLEB

Zanieczyszczenie gleb przez WWA wywieralo wplyw rektywnasé¢
mikroorganizmow, kt& oceniano na dwodch poziomach. Na poziomie populacii
oznaczano intensyw&é oddychania (OD), Zana poziomie aktywni@i oznaczano
aktywna¢ ogolmp — aktywnd¢ dehydrogenaz (DH) oraz aktywddospecyficzp —
potencjat nitryfikacji (NIT). W przypadku aktywdo dehydrogenaz i intensywfm
oddychania stwierdzono staby toksyczny wptyw WWAaLznik C, Tabele C-2, C-3,
C-51 C-6). § to parametry niespecyficzne, charakteryeajaktywnéé metaboliczg
catej populacji mikroorganizméw glebowych (baktegezyby, promieniowce), z czego
prawdopodobnie wynika ich mniejsza cz#lo na zmiany zachodee w
agroekosystemie [Rossel i in. 1997, Torstenson 1%ahkhurst i in. 1998]. W
odniesieniu do intensywdo oddychania obserwowano ¢sto efekty stymulacji
aktywnasci mikroorganizmow utrzymygge s¢ nawet przy najwiszym zastosowanym
poziomie zanieczyszczenia gleb (500-kgf) — Rysunki 11, 12, 13, 14. Nasilenie tych
efektow byto widoczne zwtaszcza w glebach zanienzzenych fenantrenem (Rysunki
11 13) i utrzymywato si nawet po 15 dniach oddziatywanigglowodoru (Rysunek
13, Zahcznik C, Tabela C-6). Po przesuszeniu i ponownynigaotnieniu gleb (co
odnosi s¢ do materialu glebowego wykorzystanego w tej pracga skutek
dominupcych procesow rozktadu substanciji organicznegsicz dochodzi do wtérnej
stymulacji rozwoju mikroorganizmow [Ggdiowska 1986]. Procesy te mpgachodz
intensywniej w obecnimi tatwo dos¢pnegozrédia wegla i energii, jakim mge by np.
fenantren [Cerniglia 1993]. Ponadto, po wprowadzem/WA do gleby mee
dochodzt do $mierci niektérych mikroorganizmow, a ich obumartentorki g
wykorzystywane jako substrat przez pozostate pyzyu organizmy [Hicks 1990]. &d
tez czsto maemy stwierdzi tymczasowy efekt inhibicji intensywsa oddychania
(Rysunek 12), ktore naginie wraca do wartgi zblizonej do kontroli (Rysunek 14).

Natomiast w odniesieniu do potencjatu nitryfikagji wickszasci przypadkow
(Rysunki 11, 12, 13 i 14, Zgiznik C, Tabele C-1 i C-4) stwierdzono silne toksye
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oddziatywanie zwjzkébw z grupy WWA. Potencjal nitryfikacji odzwiercia
aktywna¢ specyficznej grupy mikroorganizmow glebowych, ktdprzeprowadzgj
pierwszy etap nitryfikacji autotroficznej w glebadBakterie z rodzajiNitrosomonas
Nitrospira (utleniapce amoniak) g szczegolnie wrdiwe na zmiany stangrodowiska,
zwlaszcza na dziatanie substancji szkodliwych [Hickr. 1990, Van Beelen i Doelman
1997, Paul i Clark 2000, Boer i Kowalchuk 2001h¢stvybor tego parametru do oceny
oddziatywania WWA na aktywrido mikrobiologiczry gleb w tej pracy). Pomiary
zarowno intensywn@i oddychania jak i aktywrsgi enzymatycznej glebasczsto
stosowane w badaniach toksyc&tidEschenbach i in. 1991, Remde i Hund 1994, Ping
I Tieheng 1996, Matachowska-Jutsz i in. 1997, Mahgska-Kordybach i Smreczak
2000, Klimkowicz-Pawlas i Maliszewska-Kordybach 3PONatomiast niewiele jest
danych dotycgcych wplywu WWA na aktywn@& bakterii nitryfikacyjnych [Remde i
Hund 1994, Ping i Tieheng 1996, Sverdrup 2001],c@iopomiar tego parametru
(podobnie jak intensywrdé oddychania) zalecany jest w normie ISO [15799:3200

Wplyw WWA na aktywn&¢ mikrobiologiczry gleb uzaleniony byt zaréwno od
wiasciwosci gleb i poziomu ich zanieczyszczenia przez WWeX | od widciwosci
weglowodoréw oraz czasu ich oddziatywania (Tabela 12)

Aktywnos¢ mikroorganizméw glebowych (wyrana wartéciag potencjatu
nitryfikacji) w duzym stopniu (ché nie najwikszym) zaleata od witaciwosci
badanych gleb (Tabela 12). Reakcja mikroorganizméawbecn& WWA uzalezniona
byta gtéwnie od kwasowigi gleb (odczyn i kwasowso hydrolityczna) i ich aktywndi
biologicznej, a take od zawartéci wegla organicznego oraz od zawddio frakcji
sptawialnej i koloidalnej (Tabele 14 i 15). Ogollnreazna stwierdz, iz WWA
wykazywaly silniejszy toksyczny wptyw na mikroorgamy w lekkich glebach
kwasnych o stosunkowo niskiej zawastd substancji organicznej (SOM od 1,25 % do
1,59 %), charakteryzggych s¢ ponadto nisk aktywndgciag biologiczry (Tabela 13,
Rysunki 15 i 16). W glebach takich niska zaws&ttsubstancji organicznej oraz frakcji
koloidalnych nie sprzyja sorpcji WWA, a ga wicksza ilgé¢ tych zwigzkow jest
dostpna dla mikroorganizmow. Poza tym niekorzystne whirglebowe (np. zwizane
z niskim pH) przyczyniaj sic do obnzenia aktywnéci biologicznej i zwgkszenia
wrazliwosci mikroorganizmow na dziatanie dodatkowych czyidmikstresowych takich
jak obecné¢ zanieczyszcze [Sverdrup 2001]. W literaturze informacje o zalesci
ekotoksycznego oddziatywania WWA od wdavosci gleb g bardzo ograniczone
[Krauss i in. 2000, Maliszewska-Kordybach i in. Q0
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Reakcja mikroorganizmoéw glebowych na obegén®WA w najwickszym
stopniu zaleata od zawarti tych zwbhzkéw w glebie (Tabela 12). W glebach mato
zasobnych w prochngcefekty hamowania potencjatu nitryfikacji obserwowguz przy
najnizszym zastosowanymegeniu weglowodoréw 1 mekg™ (Tabela 18, Rysunek 19).
Taka zawarte&¢ WWA odpowiadata poziomowi zanieczyszczenia glegtkowanych
rolniczo zaréwno w Polsce jak i w innych krajacmamejskich [Jensen i Folker-Hansen
1995, VROM 1995, Terelak i in. 1999, Rozp. Mirod. 2002]. Przy najwaszym
stezeniu WWA 500 mekg™ (Tabela 16, Rysunki 15, 16 i 19) zaobserwowanaovigra
catkowite zahamowanie potencjatu nitryfikacji (38 hamowania ogpat wartgci
nawet 96 %) — Tabela 16. W podobnych warunkach §za¥¢ oleju antracenowego w
glebie 500 m&kg™) Remde i Hund [1994] réwniestwierdzili catkowite zahamowanie
aktywnasci nitryfikacji. Natomiast Ping i Tieheng [1996] glebie zanieczyszczonej
fenantrenem na poziomie 250 kg zanotowali jedynie 6 % inhibigjaktywndici
nitryfikacji.

Toksyczne oddziatywanie WWA na mikroorganizmy gheleouzalenione byto
rowniez od wiaciwosci badanych zwizkow (Tabela 12). Najsilniejsze efekty
hamowania potencjatu nitryfikacji zanotowano w g@leb zanieczyszczonych
antracenem i fenantrenem (Rysunki 15 i 17, Tabeédd & znacznie stabsze —
chryzenem, wglowodorem o bardzo niskiej rozpuszczdlriow wodzie i wysokiej
wartasci log Ko (5,86). Oddziatywanie chryzenu bylo najsilniej zmane z
wiasciwosciami gleb, co wydaje siwskazyw& na wiksze powinowactwo sorpcyjne
zwigzkow o0 wyzszych masach ggteczkowych do mineralnej i organicznej frakcjitgle
[Maliszewska-Kordybach 1993, Swartz i in.1995, Sijim. 2000].

Weglowodory zawierajce 2 lub 3 pigtienie aromatyczne w ggteczce (np. fenantren,
antracen) charakteryzuje stosunkowo wysoka rozpaszg¢ w wodzie, co decyduje o
wi¢kszej zdolnéci przechodzenia tych zgakow do roztworu glebowego i gkszej ich

dostpnadsci [Sabljic i in. 1995, Swartz i in. 1995, Terytezen. 1995, Reid i in. 2000].
Stwierdzono jednakze ekotoksyczne oddziatywanie WWA uzal®ne bylo przede
wszystkim od wartéci wspotczynnika podziatu oktanol/woda (wspotczyarkorelacii

od 0,54 do 0,58) — Tabela 17, Rysunek 18. Parateet(log K,,) stosowany jest do
opisu powinowactwa sorpcyjnego WWA w stosunku dcebgivej substancji
organicznej [Bulman i in. 1985, Chiou 1989, Malsaka-Kordybach 1993, Sabiljic i
in. 1995, Swartz i in. 1995]. Silna sorpcja WWA wragsteczkach gleby nie

prowadzé do zmniejszenia ich biodegincici, a w konsekwencji do redukcji
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toksycznego oddziatywania tych zmkéw [Jones i in. 1996, Semple i in. 2003,
Harmsen 2004]. Podobnie stosunkowo aisiksyczné¢ lub brak wptywu WWA o
wysokiej lipofilncsci na aktywné¢ mikroorganizmow glebowych wykazali inni
badacze [Wilke 1997, Sverdrup 2001].

W celu zweryfikowania hipotezy o addytywdwd toksycznéci zwigzkow w
mieszaninie [Di Toro i in. 2000, Lin i in. 2004] mownano oddziatywanie
pojedynczych WWA z oddziatywaniem ich mieszaningyptym samym poziomie 100
mgkg? kazdego weglowodoru. Podobnie jak w przypadku oddziatywani&VW na
rosliny stwierdzono, i efekty toksyczne powodowane przez mieszartnlub 4
weglowodorow byly znacznie msze nk suma efektow toksycznych powodowanych
przez indywidualne WWA (Rysunek 20). Uzyskane retylwydaj si¢ pozostawéaw
sprzeczngci z danymi literaturowymi [Swartz i in. 1995, Dofo i in. 2000, Sverdrup
2001, Lin i in. 2004] i wskazuajraczej na znoszeniegstfektéw toksycznych WWA w
mieszaninie, a Wt na ich dziatanie antagonistyczne na addytywné&c toksyczndci.
Jednak z uwagi na mglilos¢ danych poroéwnawczych jednoznaczna interpretacja
wynikéw jest bardzo trudna, a omawiane zagadniegi®aga dalszego wyjaienia.

W ocenie wptywu WWA na aktywr$é mikrobiologiczry gleb istotne znaczenie
miat réwniez czas oddziatywania tych zgzkow (Tabela 12, Rysunek 22). Jednak
trudno bylo jednoznacznie okig wptyw tego czynnika na zakres oddziatywania
WWA. W niektérych przypadkach (ke gleby lekkie o niskiej zawadim substanciji
organicznej) efekt WWA malat z czasem (Rysunek 23jcze&niejsze badania
[Maliszewska-Kordybach 1993] wykazaty,ze w glebach lekkich, $wiezo
zanieczyszczonych przez WWA, rozkiad tych gzkiow w pocatkowym okresie
zachodzi stosunkowo szybko; w czasie pierwszychri®dnotowano straty antracenu
i pirenu rzdu 20 — 30 %. Straty te mggby¢ wynikiem zaréwno rozktadu
mikrobiologicznego, jak i procesow abiotycznych itak jak ulatnianie i
Lunieruchamianie” (angsequestration[Hatzinger i Alexander 1995, Nam i in. 1998,
Chung i Alexander 1999, Tang i Alexander 1999, Alexer 2000, Northcott i Jones
2000, Guthrie-Nickols 2003]. Ten ostatni procespwadzacy do ,starzenia” (ang
aging) zanieczyszczew glebie, ma jednak wksze znaczenie w glebackezszych, o
wyzszej zawartéci substancji organicznej i frakcji koloidalnej ander 2000,
Guthrie-Nickols 2003]. Zmniejszenie ¢sizawartéci WWA w glebie mae wigc
prowadz¢ do zaobserwowanego (w okresie 7 — 15 dni) dma efektow toksycznych
(Rysunek 19). W glebachegszych, gdzie spadek zawaito WWA jest przewanie
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nizszy [Maliszewska-Kordybach 1993], nie obserwowarmywu czasu na toksyczne
oddziatywanie WWA (Rysunki 19 i 22). Bymaze efekt ten bytby widoczny przy
dtuzszych okresach dwiadczalnych.

Mikroorganizmy, lgdace w bezpérednim kontakcie z gleh uwazane g za
najlepsze organizmy wskaikowe stanu zanieczyszczenia ekosystemu glebowego,
zarbwno ze wzghu na swaj duza czutas¢, jak i bardzo szybk reakcg na zmiany
stanu ésrodowiska [Torstensson 1997, Van Beelen i Doelm8@@7]1 Pankhurst i in.
1998]. Przeprowadzone badania rownigykazaty, ze ta grupa organizmow silniej
reaguje na obec’é zanieczyszcze w glebie nk rosliny, wartcéci wyznaczonych
wskaznikow toksycznéci byty zdecydowanie ngze (Tabele 19 i 20), pierwsze zmiany
potencjatu nitryfikacji (wartéci LOEC) obserwowano ju przy poziomie
zanieczyszczenia 1 mkg*. Wartdici wskanika LOEC uzyskane w tej pracy byly
wyraznie nizsze ni podawane dotychczas w literaturze (Tabela 23).baNdgiej
zblizone wyniki podawata Turek-Szytow [2000], ktéra badaktywnd¢ dehydrogenaz
po 24 godzinach od zanieczyszczenia gleb przez WW2yskata dla antracenu oraz
fenantrenu naspujace wartéci EGy = 0,1 — 0,5 mdg™ i ECso = 0,5 — 4,0 mgg?, a
dla pirenu i chryzenu E5= 0,5 mgkg™' i ECso = 1,5 — 4,0 md&g™.

Zastosowanie ,wskanika bezpieczgstwa” (ang.,safety factor”) pozwolito
wyznaczy przewidywane stenie weglowodoréw nie wywotujce efektu toksycznego
(PNOEC), ktére dla antracenu wynosito 0,26-kgd, dla fenantrenu 0,45 nigj?, dla
pirenu 2,26 mdg™, dla chryzenu 1,21 g™ a dla mieszaniny 4 WWA 0,15 nkg™
(Tabela 21). Uzyskane wattw PNOEC w przypadku pojedynczychegiowodoréw
byly na podobnym poziomie (antracen) lub niecaszg (fenantren, piren, chryzen) od
podawanych w polskich regulacjach prawnych zawart@ranicznych dla tych
zwiazkéw (0,1 mgkg™) [Rozp. Min.Srod. 2002]. Tylko w glebach zanieczyszczonych
mieszanig 4 WWA przewidywane gtenie tych zwizkow nie powodujce efektow
toksycznych bylo znacznie #size ni podawane w rozpogdzeniu zawartei
mieszaniny WWA [Rozp. MinSrod. 2002]. Mde to sugerowd iz zawarté¢ 1 mgkg™
podawana jako warfé granicznadla gleb aytkowanych rolniczo mie nie w petni
zabezpiecza ochror calego agroekosystemu. Jest to szczegodlnie istotne
przypadkach ,awaryjnego” zanieczyszczenia gleb tamggami zawieracymi WWA,
gdyz w glebach swiezo zanieczyszczonych oddziatywanie WWA jest z reguly
silniejsze. Natomiast w glebach poddawanych dziataanieczyszczeprzez diiszy

czas mae zachodzi proces ,aklimatyzacji” mikroorganizmoéw glebowyclopradzcy

95



do uruchomienia specyficznych mechanizmow adaptiadjich jak mutacje czy wzrost

populacji mikroorganizméw bardziej odpornych w sialsu do tych zanieczyszare
[Bleam i Cawthray 1988, Carmichael i Pfaender 19®&cleod i Semple 2002,

Klimkowicz-Pawlas i Maliszewska-Kordybach 2003].

Tabela 23.

Porownanie wyznaczonych wskakow toksycznéci
mikroorganizmow glebowych z informacjami z litengtu

WWA

w stosunku do

}

wskaznik toksyczngci WWA czas
parametr (mgkg™) (dni) literatura
ECx NOEC
intensywnéé 200 fluoranten 10 |Eschenbachiin.
oddychania, 1991
aktywnas¢
dehydrogenaz
aktywnas¢ 100 benzo(a)piren 15 | Wilke 1997
dehydrogenaz
aktywnas¢ 0,120y0,520) antracen, 1 Turek-Szytow 2000
dehydrogenaz 0,550y4s0) fenantren, piren,
chryzen
aktywnas¢ 56Qs50-66Qs0) z 2 WWA 7 Klimkowicz-Pawlas
dehydrogenaz (antracen, piren) i Maliszewska-
Kordybach 2003
aktywnas¢ 100 z 4 WWA 15 Maliszewska-
dehydrogenaz 10Qg3s) (fluoren, Kordybach i
antracen, piren, Smreczak 2003
chryzen)
liczebna¢ 100 ~ WWA 168 Lee i Banks 1993
mikroorganizmow (antracen, piren,
fenantren)
liczebna¢ 1000 antracen, 450 Mahmood i Rad
mikroorganizmow fenantren, piren, 1993
fluoranten,
chryzen
aktywnas¢ 25Qs) fenantren Ping i Tieheng 199¢
nitryfikaciji,
intensywna¢ 250
oddychania
potencjat 410Q100) 16 WWA 3 Hund i
nitryfikacji Traunspunger 1994
potencjat 10Qs2) 20 olej Remde i Hund 1994
nitryfikaciji 500100 (antracen i
fenantren)
aktywnas¢ 1310513G0) 24-79 fluoren, 30 Sverdrup 2001
nitryfikacji fenantren, piren,
fluoranten
potencjat 450014440 1-10 antracen, 7 wyniki niniejszej
nitryfikaciji fenantren, piren, pracy

chryzen
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

. Zanieczyszczenie gleb przez awki z grupy WWA wywierato wptyw zaréwno
na raliny w pocztkowym stadium ich rozwoju jak i na aktywsto
mikroorganizmow glebowych, przy czym reakcja mikiganizmow byta
silniejsza nt reakcja rélin.

. Reakcja obu badanych grup organizmow wchogeh w sktad biocenozy
glebowej — rélin i mikroorganizméw — na obeckd® WWA w glebie
uzalezniona byta zaréwno od wdeiwosci WWA jak i od charakterystyki gleb.

. Podatné¢ roslin na wplyw WWA zaleala take od ich gatunku; &ling
najbardziej czu (a wiec najodpowiedniejsg do testow toksyczrsoi) byt
pomidor. Natomiast najczulszym wsgkekiem toksycznego oddziatywania
WWA na mikrobiologiczne wigiwosci gleb byt potencjat nitryfikacji,
opisupcy aktywna¢ specyficznej grupy mikroorganizmoéw glebowych.

. Najistotniejszym czynnikiem wptywaggym na toksyczne oddziatywanie WWA
w glebie byly widciwosci tych zwihzkéw decydujce o ich biodospnasci. W
przypadku rélin szczegoélne znaczenie miata rozpuszczg&MyWA w wodzie,
natomiast przy ocenie aktyw§w mikrobiologicznej istotniejszy byt
wspotczynnik K, opisupcy powinowactwo sorpcyjne WWA do glebowej
substancji organiczne;.

. Toksyczne oddziatywanie mieszaninyeglowodorow z grupy WWA byto
zawsze misze nt suma efektow jej pojedynczych sktadnikow, co zmo
wskazywa na antagonistyczne oddziatywanie WWA w mieszaninie

. Wiasciwosci gleb odgrywaly gtowa role przy ocenie wptywu WWA na
aktywna¢ mikrobiologiczry gleb. Najsilniejsze efekty toksyczne obserwowano
w glebach lekkich o kwémym odczynie i stabej aktywio biologicznej.

. Wyznaczone parametry ekotoksycgtioVWA wskazuj, ze aktualne regulacje
prawne w Polsce z zakresu ochrony gleb wekszdci przypadkow w
zadowalagcym stopniu zabezpiecaagtansrodowiska glebowego i jego funkcje
siedliskowe dla rdin i mikroorganizmow.

. W przyszigci wskazane bytoby uwzedinienie widciwosci gleb w procedurach

oceny ryzyka ekotoksykologicznego dla gleb zaniszezgonych przez WWA.
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