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1. WSTEP

Gleba stanowica zewrtrzng warstwe litosfery jest niezwykle istotnym elementem
kazdego ekosystemu ze wedl na jej udziat w przeptywie materii i energii. &I
cztowieka tym bardziej szczegdlnyme warunkuje wzrost &in, a w konsekwencji
mozliwos¢ produkcji zywnosci. Odpowiednia czystg i funkcje siedliskowe glebas
warunkami koniecznymi do zapewnienia prawidiowegpeptywu materii w olgbie
tancucha troficznego. Zanieczyszczone gleby stamqvawany udziat w narazeniu
ludzi i zwierat na metale ei’kie, przez wiczanie st w tancuch pokarmowy, inhalacje
lub bezpdrednie spaycie czstek gleby (Pierzyski, 1997; Vangronsveld, 1998).

Zrodiem zanieczyszczenia gleb metalargizkimi w Polsce jest przede wszystkim
dziatalnég¢ przemystu wydobywczego i przetworczego rud metakzelaznych,
przemystu chemicznego oraz energetyki. Szczegohmilemie tych zjawisk mima
zaobserwowa w czsci potudniowo-zachodniej Polski, gtdwnie na obsearz
Gornalaskiego Okegu Przemystowego (GOP). Silne zanieczyszczenie gistoduje
spadek biorgnorodndci, zahamowanie wzrostu 4o, wysokie ryzyko migracji
zanieczyszcze przede wszystkim poprzez er@zyietrzrg oraz ich wymywanie do
wod podziemnych. Rozprzestrzenianie ¢ sitych zanieczyszche zwigksza
prawdopodobigstwo naraenia ludzi i zwiergt. Ponadto, zanieczyszczenia chemiczne
gleb (w tym metale eikie) wptywap negatywnie na bytage w nich organizmyywe,
powodupc eliminacg gatunkow wraliwych, nadmierny rozwéj organizméw opornych,
a w konsekwencji prowagdzdo zaburzé w obiegu materii i energii, uniemlowiajac
prawidtowe jej funkcjonowanie.

Zgodnie z zatlpeniami Strategii Tematycznej Unii Europejskiej wiedzinie
ochrony gleby (2006), stanoyee] podwaliny do przygotowywane] przez Komisj
Europejsly Dyrektywy Glebowej, gleba stanowi zaséb nieodnawiaktory spetnia
wiele funkcji niezmiernie wanych dla dziatalngci cztowieka i dla przetrwania
ekosystemow, krytyczny z punktu widzenia interestwmjow Unii Europejskie;.
Naktada ona rownie na kraje czionkowskie obowdek zapobiegania procesom
degradacji gleby, zarowno tym zachgdgm w sposob naturalny, jak i tym
wywotywanym prze szereg dziatacziowieka, ktdre ograniczajzdolnagé gleby do
petnienia jej funkcji. Powsszy dokument oraz przygotowywane projekty Dyrektywy
Glebowe] wskazuj na konieczng& zachowania podstawowych funkcji gleb,



tj. produkcyjnej, siedliskowej i retencyjnej orachiochrony przed zagteniami, m.in.
przed zanieczyszczeniami chemicznymi.

W wielu przypadkach spetnienie norm i standarddvedai gleb jest niewykonalne
z przyczyn technicznych lub ekonomicznych. Giéwngelem rekultywaciji nie jest
wigC usungcie zanieczyszcrheza wszell cerg, wbrew realiom ekonomicznymatiz
technologicznym, ale ograniczenie ryzyka ich negaggo wptywu nasrodowisko
(Stuczyiski i wsp., 2004).

W odpowiedzi na wzrastgje zagraenie dla jakéci zdrowia i jakdci srodowiska
wypracowano szereg technologii remediacji zaniemzzenych gleb (Vangronsveld
I Cunningham, 1998). Oczyszczanie gleby metodammitznymi, chemicznymi lub
elektrolitycznymi (twarde technologie) m® by zwigzane ze zniszczeniemycia
biologicznego, ubytkiem materii organicznej lub amami w sposobie oddziatywania
na organizmyywe (Hamby, 1996; Dermont i wsp., 2008). Intergsuplternatyvd dla
wyzej wymienionych technologii as metody biologiczne (fitoremediacja
i bioremediacja), charakteryzige s¢ nizszymi kosztami oraz brakiem niekorzystnego
wplywu na gleb. Na terenach o wysokiche¢geniach metali mina z powodzeniem
zastosowa wspomagan fitostabilizacg in situ. Jest to metoda stosunkowo nowa,
polegajca na zastosowaniu doglebowych dodatkéw immobicygh metale wraz
z odpowiednio dobranymi gatunkamislia. Definiowana jest jako unieruchamianie
zanieczyszczew glebie na skutek ich absorpcji i kumulacji w keniach, adsorpcji na
powierzchni korzeni lub przeksztaicenia w ¢he ryzosfery w zwjzki trudno
rozpuszczalne (Hamby, 1996; Vangronsveld i Cunrangh 1998). Metoda
fitostabilizacji wykorzystuje procesy biologicznechemiczne zachodee w strefie
korzeniowe]. Dzki wydzielinom korzeniowym oraz uwalnianiu przez rkenie
dwutlenku wegla, strefa korzeniowa jest obszarem, w ktorymgpageé zatrzymywanie
zanieczyszcze i ich wytrgcanie. W wyniku oddziatywania §bn na srodowisko
glebowe, biodogpne formy metali mog przeksztatai sie w formy trudniej dosfpne
(Salt i wsp., 1995; Berti i wsp., 1998; Sas-Nowlssia i wsp., 2008). Fitostabilizacja
zanieczyszcze zmierza w kierunku utworzenia pokrywyslonej zabezpieczagej
glebe przed eroz, migrach zanieczyszczew glab ziemi lub po jej powierzchni wraz
ze sptywem wod opadowych (Li i Chaney, 1998; Vangueld i Cunningham, 1998;
Berti i Cunningham, 2000).



2. STUDIA LITERATUROWE

2.1. WYSTEPOWANIE, ZRODtA METALI CIEZKICH W GLEBACH
| ZAGROZENIA Z NIMI ZWI AZANE

Metale cizkie w glebach mog pochodzt z dwoch zrodet — naturalnych
i antropogenicznych. Do najwaiejszych ich zrodet mana zaliczy¢: produkty
wietrzenia skaly macierzystej, jakarodio naturalne oraz doptyw z zeytre
sktadnikbw zawieracych metale eizkie, np. wraz przeptywagag woda, opadem
atmosferycznym suchym i mokrym, dziatadom przemystow i gospodarcz oraz
niekontrolowanym wprowadzaniem do gleb przez czéhai substancji takich jak
scieki, odpady oraz nawozy minerale i organiczneb@a-Pendias i Pendias, 2001;
Karczewska, 2002).

Skata macierzysta jako najwdejsze naturalnerdédto metali cgzkich dostarcza
zréznicowane ich iléci, w zalenaosci od jej rodzaju, sktadu mineralogicznego, czy te
pochodzenia (Karczewska, 2002). Metalezkie pochodzenia antropogenicznego
Zwigzane g przede wszystkim z przemystem hutniczym i metatumgym, produkej
oraz ztomowaniem akumulatorow, przemystem chemicgngktadowaniem odpaddéw
oraz energetyk (Marchwinska i Kucharski, 1990; Kabata-Pendias i Pendia§120
Karczewska, 2008).

Zanieczyszczenie gleb metalamgzkiimi moze powodowa zagraenie zaréwno dla
cztowieka jak i funkcjonowania ekosystemu. Do git§aim typdw zagreen zwigzanych
z obecnécia metali cgzkich w glebach naley zaliczy: wymywanie do wod
powierzchniowych i podziemnych, fitotoksyczadp ekotoksyczn& wobec fauny
glebowej, erozj wietrzrg — zanieczyszczenie pylowe. Zaggoie dla cziowieka vgie
sie z wigczaniem ich do ¥&cucha pokarmowego w wyniku ich pobierania przefmp
I zwierzta, a nasfpnie kumulagj zanieczyszczew tkankach i organach (Karczewska
2002, Karczewska i Kabata, 2010). Dlugotrwata ekgp@ na metale ¢ikie mae
powodowa okreslone skutki zdrowotne, takie jak choroby nowotwosywiszkodzenia
organdw, np. uszkodzenia nerek przez kadm i amgbnzimiany w funkcjonowaniu
uktadu krwiondnego wywotane zwizkami otowiu (Pruvot i wsp., 2006;
Poggio i wsp., 2009).



2.2. CZYNNIKI DECYDUJCE O ROZPUSZCZALNGCI METALI CIEZKICH
W GLEBACH

Rozpuszczalne formy metaliegkich map najbardziej istotne znaczenie z punktu
widzenia zagrgenia dla rélin, flory i fauny glebowej oraz wkzania ich do f&cucha
pokarmowego. Rdiny pobieraj je z gleby poprzez roztwoér glebowy, a jednoczenie
rozpuszczalne formy metaliggkich w tatwy sposéb migrajw srodowisku, stanovgc
istotne zagrgenie zarowno dla woéd powierzchniowych, jak i podmwch (Kabata-
Pendias i Pendias, 2001; Karczewska, 2008).

Odczyn gleby jest gidbwnym czynnikiem decyglyym o rozpuszczalsoi metali
ciezkich w glebie. Od odczynu zale rownowaga procesOw sorpcji i desorpcji
kationow wodorowych oraz kationbw metali. Rozpusteasé metali cezkich
warunkowana procesami sorpcji wymiennej jest niskeakresie odczynéw obgnych
oraz alkalicznych i wzrasta wraz z obemiem wartéci pH. Wzrost rozpuszczaléo
w srodowisku kwanym wigze st z faktem,ze silnie zakwaszona gleba prowadzi do
powolnego rozpuszczania tlenkéwelaza, glinu i manganu oraz uwalniania metali
ciezkich z mineratdbw pierwotnych i wtérnych (Karczewsk2002). Za najbardziej
ruchliwy i najtatwiej rozpuszczalny uwany jest kadm, ktéry podlega mobilizacjizju
przy wartéci pH 6,5, podczas gdy przy znaczniejszym zakwaszgleby nasipuje
uruchamianie innych metali — cynku, miedzi czy uiklRuchliwg¢é metali jako
stosunek iléci form rozpuszczalnych do zgaanych w fazie statej gleby, w warunkach
kwasnego odczynu gleby maleje w szeregu: Cd > Zn > Nirs> Cu > Pb > Hg.

Kolejnym istotnym czynnikiem decydigym o zatrzymywaniu jonéw metali
ciezkich w glebie oraz ich migracji do roztworu glebayeejest pojemn& sorpcyjna
gleby. Zalena ona jest od udziatu i rodzaju mineratéw ilastyrémwartdéci prochnicy
oraz uwodnionych tlenkéw glinuzelaza (Alloway, 1995; Karczewska, 2002; 2008).
Wiazanie metali gizkich w glebach o wksze] pojemngci sorpcyjnej i Ggzszym
uziarnieniu uwzgldnia s¢ przy klasyfikacji stopnia zanieczyszczenia glelaljita-
Pendias i Pendias, 2001).

Istotne znaczenie dla proceséw uruchamiania i inlizabji metali cezkich map
warunki oksydo-redukcyjne. W wyniku procesow redgikgch z uwodnionych
tlenkéw manganu ielaza do roztworu przechagnajpierw jony MA*, a nasfpnie
Fe*, a ich rozpuszczanie wfe sk z uwalnianiem wczZmiej zaadsorbowanych

i okludowanych metali eizkich (Karczewska, 2002). Zmianom warunkow tlenowych
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w glebie towarzysg rowniez inne procesy, mage mi€ wptyw na mobilné¢ metali
w glebie, takie jak rozktad materii organicznegymzyniapcy si do uwalniania metali.
Z drugiej za strony, w warunkach silnie beztlenowych powstagrkewodor, ktory
powoduje wytgcanie st metali w postaci siarczkéw. W zygku z tym trudno jest
przewidzie wptyw warunkéw oksydo-redukcyjnych na zachowanéensetali cezkich
w glebach (Karczewska, 2002; 2008).

2.3 TECHNOLOGIE I METODY REMEDIACJI GLEB
ZANIECZYSZCZONYCH METALAMI CIEZKIMI

2.3.1. Metody techniczne

W metodach technicznych oczyszczania gleb i grunp@ddstawowe technologie
obejmup usungcie zanieczyszczonej wierzchniej warstwy i uzupedie ubytku
czystym materiatem glebowym, odizolowanie zaniezezyenej warstwy obegfnym,
czystym materialem, obrébkchemiczi lub fizyczrg materialu glebowego w celu
dekompozycji, usugcia lub unieruchomienia zanieczyszf&zeStosowanie tzw.
»wardych” technologii remediacji powierzchni ziema ogét wywotuje liczne skutki
uboczne, takie jak: zmiana struktury gleby, zmiany biordznorodndci
i funkcjonowaniu organizméw, spadek zawaciomaterii organicznej itp. Spodd
licznych metod technicznych do napméejszych nalgy zaliczy nastpujace
(Adamski, 1993; Hamby,1996; Dermont i wsp., 2008):

a) Desorpcja termiczna

Jest to metoda rekultywacji gleb stosowana po iprzednim wydobyciu. Jej
stosowanie daje efekt w przypadku gleb zanieczysmazh takimi zwgzkami jak:
lotne, pot-lotne chlorowane i niechlorowane zmki organiczne, polichlorowane
bifenyle (PCB), pestycydy, dioksyny, furany orazatii organiczne.

b) Utlenianie chemiczne

Metoda ta stosowana jest w przypadku gleb zanieczgsmiych zwjzkami, ktére
w formie utlenionej nie g toksyczne. Jej efektywdé zalezy od chemizmu
zanieczyszcze oraz od rodzaju zastosowanego utleniacza. Utleniamektorych

zZwigzkdbw maze wymaga kombinacji czynnikow utleniagych albo dodatkowozaycia

promieniowania ultrafioletowego. Sterowanie prooesepolega na doborze
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odpowiedniego utleniacza, pH i temperatury reak®i. procesie stosowaneg s
nastpujace utleniacze: ozon, nadtlenek wodoru, podchlorghigr, ditlenek chloru.

c) Przemywanie gleby

Oczyszczanie gleby w procesie jej przemywania leazg jednym z dwdch
mozliwych w danym uktadzie mechanizméw. Pierwszy zhrpolega na rozpuszczeniu
zanieczyszcze badz tez na wprowadzeniu ich w stan zawieszenia w roztworze
przemywagcym. Roztwor ten jest nagiie oczyszczany konwencjonalnymi metodami
stosowanymi w technologigciekow. Drugi mechanizm polega na zmniejszeniu
objetosci zanieczyszczonej gleby w wyniku rozdziatuastek gleby o rénych
wymiarach. Koncepcja obienia stopnia zanieczyszczenia gleby w drugim
mechanizmie polega nackeniu s¢ czgsteczek zanieczyszarez czstkami gliny
i frakcji pylistych. Oddzielone zanieczyszczonekfje gleby mog by¢ dodatkowo
oczyszczane dulz skladowane. Natomiast oczyszczonegksze frakcje mog bye

ponownie wykorzystywane.

d) Elektrokinetyczne usuwanie metali

Metoda elektrokinetyczna jest metoih situ, ktéra wykorzystuje pole elektryczne
wytwarzane przez przeptyw qou statego w glebie. Wskutek dziatania tego pola,
zanieczyszczenia - metale ¢dkie, migrup w kierunku odpowiednich elektrod,
gromadz sie na nich, a nagpnie razem z nimi bezpiecznie usuwangezsgleby.
Remediacja elektrokinetyczna polega na umieszczayatemu elektrod w ziemi
I podigczenia do nich niskiego napia. Migdzy anod i katody powstaje pole
elektryczne. W efekcie w glebie i roztworze glebowybserwuje si nastpujace

zjawiska: elektromigragjjonow metali, elektroosmezraz zmian pH.

2.3.2. Metody biologiczne

Interesugca alternatyvd dla wyze] wymienionych technologii jest biologiczna
metoda pospowania z terenami zanieczyszczonymi metalamezkani -
fitoremediacja, charakteryziga s¢ nizszymi kosztami oraz brakiem niekorzystnego
wptywu na srodowisko. Aplikacja fitotechnologii dodatkowo wspaga utworzenie
szaty ra@linnej. Obecné¢ spontanicznie wygpujacych rglin pozwala przypuszczaze
rosliny posiane w celu przeprowadzenia fitoremediatg napotkaj na warunki

ograniczajce ich wzrost i rozwo;.
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W fitoremediacji mana wyszczegolidi nastpujace metody: fitoekstrakej w ktorej
wykorzystuje s3 zdolng¢ roslin do pobierania zanieczysza@zdo czsci nadziemnych
I usuwania ich z plonem oraz fitostabilizgcjpolegagca na unieruchomieniu
zanieczyszczew strefie korzeniowej &in i ograniczeniu ich wjczania do tacucha

troficznego (Marmiroli i McCutcheon, 2003).

2.3.2.1. Fitoekstrakcja

Jest metogl polecan do stosowania w warunkach niskich lgkednich stzen
zanieczyszcze W fitoekstrakcji wykorzystuje si zdolnag¢ roslin do kumulacji
zanieczyszcze w czséciach nadziemnych, ktore neghie usuwane gs wraz
Z zanieczyszczonym plonem (Van Nevel, 2007). Jednywdzajow fitoekstrakcji jest
fitoekstrakcja wspomagana, nazywanazéakndukowag hiperakumulag. Idea tej
metody polega na dodaniu do gleby substancji ahetaj, np. EDTA, ktdrej zadaniem
jest zwekszenie pobierania zanieczyszgz#o czs$ci nadziemnych rdin, a nasgpnie
usunecie metali z gleby wraz z biomagzesci nadziemnych rdin (Alkorta i wsp.,
2004; Wu i wsp., 2004; Nouri i wsp., 2010).

Proces indukowanej hiperakumulacji sktada siczterech nagpujacych po sobie
etapow:

» przebadanie terenu i oktenie, jaka kombinacja zwzku chelatujcego

i rosliny powinna by zastosowana,

= przygotowanie miejsca i uprawa wybranychliro az do momentu uzyskania

odpowiedniej biomasy,

= wprowadzenie do gleby substancji chelatej metod oprysku, w fazie

maksymalnego wzrostu dim,

= zbior raslin po krotkim, trwagcym od kilku dni do kilku tygodni, okresie

kumulacji metali.

Raoslinami  stosowanymi w fitoekstrakcji wspomaganeg sn.in. kukurydza,
stonecznik oraz gorczyca sarepska (Wu i wsp., 2@@&cheo i wsp., 2006; Shams
I wsp., 2010). Cechuje je znaczna biomasa i stasmakdwa tolerancja wobec metali
ciezkich w glebie. Nie s znane u tych &in mechanizmy tolerancji na tak &
zawartgci metali w tkankach, przez co obumigraj krétkim czasie (Ebbs i Kochian
1998; Shibata i wsp., 2007).

W indukowanej hiperakumulacji wykorzystywanea szarowno zwqzki

kompleksugce syntetyczne, np. kwas etylenodiaminotetraoctd&{dTA) i kwas

13



dietylenotriaminopentaoctowy (DTPA), jak i natumlsubstancje kompleksujace, do
ktorych zaliczanegsm.in.: kwas cytrynowy i kwas winowy oraz aminokwdakie jak
glicyna i histydyna (Ebbs i Kochian 1998; Alcortavsp., 2004; Shibata i wsp., 2007;
Bianchi i wsp. 2008; Gunawardana i wsp., 2010).

2.3.2.2. Wspomagana fitostabilizacja

Jest to metoda stosunkowo nowa, wypracowywana zes{izeni ostatniej dekady,
polegajca na zastosowaniu doglebowych dodatkow immobi@wgh metale wraz
Zz odpowiednio dobranymi gatunkami ska. Unieruchamianie zanieczyszdze
w glebie oparte jest na nagtijacych procesach: absorpcji i kumulacji w korzeniach,
adsorpcji na powierzchni korzeni lub przeksztataewi obebie ryzosfery w zwjzki
trudno rozpuszczalne (Berti i wsp., 1998; Vangrehdyv Cunningham, 1998; Ruttens
I wsp., 2006). Metoda fitostabilizacji wykorzystupgocesy biologiczne i chemiczne
zachodzce w strefie korzeniowej. Dgki wydzielinom korzeniowym oraz uwalnianiu
przez korzenie dwutlenkuggla strefa korzeniowa jest obszarem, w ktorym ¢uage
zatrzymywanie zanieczyszaze ich wytrgcanie. W wyniku oddziatywania §tin na
srodowisko glebowe, biodagine formy metali mag przechodz w formy trudniej
dostpne (Salt i wsp., 1995; Berti i wsp., 1998; Sas-WNswiska i wsp., 2008).
Fitostabilizacja zanieczyszazxezmierza w kierunku utworzenia pokrywy slionej,
zabezpieczafej glely przed eroz, migrach zanieczyszczew glgb ziemi lub po jej
powierzchni wraz ze sptywem wod opadowych (Li i €&y 1998; Vangronsveld,
1998; Berti i Cunningham, 2000; Knox i wsp., 200&¢hemat procesu wspomaganej
fitostabilizacji metali ggzkich w glebach przedstawiono na Rysunku 1.

Wzrost roslin i kumulacija Teren o
metali w korzeniach ustabilizowan Monitoring

Wprowadzenie chemicznego

o Wysiew roslin
dodatku stabilizujacego

S e A e S e o s = B St BNt LY, B SR st A B - Sk R S S S e e S e

Rys. 1. Schemat procesu wspomagane;j fitostabiligagjacowanie wtasne)
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2.3.2.2.1. Dodatki doglebowe olajace biodosfpnas¢ metali cezkich

Poprawa jakéci gleby poprzez wprowadzenie do gleby dodatkéwictgkjak
materia organiczna, wapno czy zwki fosforu, a co za tym idzie, poprawa warunkéw
wzrostu rélin, jest stosowana w rolnictwie od stuleci.

W celu obnienia mobilngci i biodostpnasci metali cezkich, najczsciej stosowanymi
dodatkami doglebowymias zwiazki fosforu, naturalne i syntetyczne glinokrzemiany
popioty, tlenki zelaza, manganu i glinu, zgaki wapnia oraz materia organiczna
w roznej postaci (Cunningham i wsp., 1995; Flathman nZaa 1998; Schnoor 2000;
Kumpiene, 2010).

Tlenkizelaza

W wigkszaci typow glebzelazo wystpuje w postaci stabo krystalicznych tlenkow
oraz jako niekrystaliczne powloki tlenkowe na gsikach gleby, rzadko
w postaci czystych krysztatowelaza. Utlenienie i hydroliza pierwotnych mineratow
skutkuje tworzeniem tlenkéw i wodorotlenkéwelaza w glebie, ktére asstabo
rozpuszczalnymi produktami, takimi jak goetyty infegtyty (Schwertmann i Cornell,
2000). Goetyty (alfa-FeOOH) i hematyty (alfa;©¢) s3 najbardziej trwatymi tlenkami
zelaza w warunkach aerobowych, w zmku z czym g najbardziej powszechnymi
formami wystpowania zelaza w glebie. Ferryhydryt (FdOs 4H,0) jest réwnie
szeroko rozpowszechniony wrodowisku glebowym i odgrywa vieg role
w aktywnej sorpcji dziki swojej znacznej powierzchni (600°fy). Jest to metastabilny,
stabo krystaliczny minerat, tatwo przeksztatcanematyt w glebach klimatu cieptego
lub goetyt w glebach klimatu umiarkowanego (Kaldlzéadias i Pendias, 2001).

Tlenki zelaza zmniejszajmobilna¢ arsenu, kadmu, miedzi, niklu, otowiu i cynku
poprzez ich sorpgj wytragcanie lub formowanie mineratdw zawieggagych wymienione
pierwiastki (Berti i Cunnningham, 2000). Powierzighozstek tlenkowzelaza mae
by¢ modyfikowana w zaleosci od odczynu gleby, czym je amfoterycznymi
i zdolnymi do sorpcji zaréwno aniondw, jak i katéom (Cornell i Schwertmann, 2003).

Badania nad immobilizagjmetali cezkich przy wyciu naturalnych i syntetycznych
tlenkéw zelaza wykazaly réwnie przydatné¢ innych zwigzkOw bogatych w ten
pierwiastek, takich jak soleelaza (Kim i wsp., 2003; Hartley i wsp., 2004¢lazo
w postaci metalicznej (Mench i wsp., 2003; Hartlewsp., 2004; Kumpiene i wsp.,
2006; Mench i wsp., 2006; Bes i Mench, 2008).
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Tlenki zelaza § szczegoOlnie skuteczne w immobilizacji arsenu i gnognizy¢
zawart@¢ rozpuszczalnego arsenu w glebie nawet do 90 %tl@yar wsp., 2004;
Kumpiene i wsp., 2006). Szereg metali rowndoee wystpujgcych w roztworze
glebowym, jak to ma miejsce w przypadku gleb zaryszczonych dziatalrfcig
przemystowd, maze pozytywnie wptywé& na swoj stabilizacg poprzez sycanie na
powierzchni tlenkéwzelaza. Dla przykiadu, aniony arsenu gkgizaj Sorpcg nha
goetycie o rzd wielkasci, podczas gdy obeckd cynku zweksza sorpg arsenu
picciokrotnie (Grafe i wsp., 2004). Siarczanglaza szczegoOlnie skutecznie olajy
mobilnaé¢ arsenu w glebie w porOéwnaniu z innymi zmkami zelaza (Kim i wsp.,
2003; Hartley i wsp., 2004), podczas giélazo metaliczne (Hartley i wsp., 2004;
Kumpiene i wsp., 2006) jest wysoce skuteczne w ilmfizacji miedzi, chromu
i cynku. Zelazo metaliczne lub na zerowym stopniu utlenigfiéf) jest materiatem
powszechnie dogbnym, jego wprowadzenie do gleby nie maelyo wpltywu na jej
odczyn ponadto tworzy on w glebie tlenielaza o strukturze przydatnej w sorpcji
metali cezkich (Schwertmann i Cornell, 2000; Leupin i Hug03).

Pomimo tego,ze tlenki zelaza § zwigzkami obnkajagcymi mobilng¢ metali
w glebie i ich dosipnacsé dla ralin oraz magcymi niewielki negatywny wptyw na
funkcjonalnd¢ gleby, koniecznym jest wprowadzanie ichcznie z dodatkami
bogatymi w substancje egwcze (np. kompostem lub ignmatery organiczig) w celu
wspomagania wegetacji 400 na glebie poddanej procesowi stabilizacji (lRo#
I wsp., 2006).

Tlenki manganu i glinu
Oprocz tlenkow zelaza, innymi wanymi stabilizatorami metali ¢kkich
w glebie g tlenki manganu i glinu (Cheng i Hseu, 2002). Tiemlanganu stanowi
zazwyczaj mniej istotne sktadniki gleb, o szerolaakresie powierzchni (od 5 do 360
m?/g) i znacznym powinowactwie do aziania metali aizkich (Kumpiene, 2010).
Tlenki manganu immobilizgj metale a}zkie poprzez adsorpgjoraz formowanie
wewretrznych komplekséw (Davranche i Bollinger, 2000R@illy i Hochella, 2003).
Tlenki manganu, w szczegokw syntetyczne (birnezyt i kryptomelan) ®ardziej
skutecznymi sorbentami otowiu mizwigzki zelaza (O’Reilly i Hochella, 2003),
a rownoczénie obnkajg pobdr kadmu i otowiu przez sliny (Chen i wsp., 2000).
Wprowadzenie do gleby syntetycznych tlenkow manggmwoduje redukej
potencjalnie dogpnych frakcji cynku i otowiu odpowiednio o 90 i 60%ako materiat
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stabilizacyjny jest bardziej efektywny od syntetygeh tlenkow zelaza (Yousfi
i Bermond, 2000).

Tlenki glinu posiadaj duza powierzchné sorpcyjm (od 100 do 220 fig)
| potrafig sorbowa& zarowno kationy, jak i aniony. Zwzki te g stabilne w zakresie pH
od 4 do 10, jednade poza tymi wartéciami mog ulec rozpuszczaniu i uwalidianetale
ciezkie do gleby (Kumpiene, 2010). Dla wielopieieniowego kompleksu glinu
[AIO 4Al15(OH)24(H20)12]™ lub polimeru Als, ktéry czsiciowo przeksztatca sido
Al(OH)3; wykazana zostata efektywna sorpcja niklu, cynkadmu oraz w mniejszym
stopniu miedzi i otowiu z roztworu wodnego. Polim&l;; jest proponowany jako
zwigzek immobilizugcy metale gjzkie w glebach zanieczyszczonych, niezale od
ich odczynu (Potter i Yong, 1999).

Naturalne i syntetyczne glinokrzemiany

a) Iy

lty stanowi mineraty glinokrzemianowe, ktore twarzsic w glebie na skutek
procesow wietrzenia igklasyfikowane na podstawie wiek@ czastek. § aktywnymi
sktadnikami gleby, dzki ujemnie natadowanej powierzchni 4 2dolne do sorpcji
kationow. Niektore mineraly ilaste, np. kaolinilydrza dodatnio natadowane struktury
przy niskim odczynie gleby, w zwiku z czym s zdolne do adsorpcji anionéw
w kwasnym s$rodowisku glebowym. W zak@osci od stopnia usieciowania,
powierzchnia sorpcyjna itéw nie waha sic od 15-20 riyg w przypadku kaolinitu do
nawet 280-500 Aig dla montmorylonitu (Bhattacharyya i Gupta, 206&mpiene,
2010). Ostatnie badania nad sogpejpnieczyszcze przez materiaty ilaste dotygz
w szczegOlngci As, Pb, Cd, Cu, Zn, Ni i Mn (Lothenbach i wsp997; Garcia-Sanchez
i wsp., 1999; Abollino i wsp., 2008; Gupta i Bhattaryya, 2008; Panuccio i wsp.,
2009). Badania prowadzone przez Alvareza-Ayuso licig&ancheza (2003; 2003a)
wykazaty, ze wprowadzenie do silnie zanieczyszczonej glebyenabdw ilastych
(palygorskitu i sepiolitu) spowodowato znaczne abnie biodostpnych i potencjalnie
dostpnych form kadmu i cynku, otowiu i miedzi. Garciarghez i wsp. (2002)
wykazali w swoich badaniach immobilizacarsenu poprzez wprowadzenie do gleby
mineratdw ilastych w postaci bentonitu. Jedmakskuteczn@& tego dodatku byta
zaleena od pH gleby — wsrodowisku kwanym bentonit nie wykazywat istotnego

ograniczenia biodogbnaici tego pierwiastka.
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Skuteczné¢ materiatdow ilastych w ograniczaniu mobifito metali cezkich
w glebach mge by obnizona w przypadku ichaéznego stosowania z innymi
dodatkami stabilizacymi, zwlaszcza mateyiorganicziy. Zwigzane jest to mgdzy
innymi z oddziatywaniem z rozpuszczonymi kwasammbsowymi, pochodgymi

z materii organicznej (Wu i wsp., 2002).

b) Zeolity

Zeolity s to uwodnione mineraty glinokrzemianowe, powsgtaj naturalnie
w wyniku reakcji pytdbw wulkanicznych z wodami powdehniowymi lub
podziemnymi. Mog réwniez powstawa w srodowisku niewulkanicznym, podczas
interakcji pomé¢dzy zasolonymi cgstkami gleby z silnie zasadowymi roztworami
(Gworek i Sucharda-Kozera, 1999; Kumpiene 2010pliBewykazup podobigstwo
do mineratéw ilastych ze wzglu na zawart® zwiazkéw krzemu i glinu, jednade
roznig sie struktug krystaliczry oraz widciwosciami. Nazywane & rowniez ,sitami
molekularnymi”, ze wzgldu na zdoln& do selektywnego sortowania molekut na
podstawie ich wielkéci (Jamil i wsp., 2010; Blisset i Rowson, 2012)okty mog by¢
rowniez tatwo syntetyzowane z produktéw odpadowych pochogth z przemystu,
np. z popiotdbw lotnych (Rayalu i wsp., 2001; Betvisi wsp., 2010;
Blisset i Rowson, 2012).

Naturalne i syntetyczne zeolity byly testowane pkatem ich przydatnei
w immobilizacji metali a¢zkich w glebach zanieczyszczonych ze wdgl na ich
wysoka pojemnd¢ sorpcyjry oraz powinowactwo zarowno do kationdw, jak i aden
Przeprowadzone badania pokazujysoky wydajnag¢ zeolitbw w sorbowaniu kadmu
i otowiu (Ponizovsky i Tsadilas, 2003; Panucciospy 2009; Huang-Ping i Shu-Hao,
2012), jak i innych pierwiastkéw: miedzi, cynkusanu (Garcia-Sanchez i wsp., 1999;
Chen i wsp., 2000; Friesl i wsp., 2006). Wprowadeeo gleby zeolitbw wptywa na jej
odczyn - wraz ze zwkszeniem iléci wprowadzanych zeolitbw foie pH
i jednoczénie zwkksza s¢ immobilizacja metali (Querol i wsp., 2006; Mahabad
i wsp., 2007).

Wiasciwosci  zeolitbw do zmniejszania biodephasci metali cezkich s
przedstawione w literaturze. Natomiast zagadnievpgywu zeolitbw na biologiczne
wiasciwosci gleby jest stabo poznane i wymaga dalszych ba#ampiene, 2010).

Garau i wsp. (2007) nie zaobserwowali istotnych amiliczby bakterii
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heterotroficznych w glebie stabilizowanej zeolitapomimo znacznej redukcjiggenia
rozpuszczalnych form Cd, Pb i Zn

Popioty lotne

Na catymswiecie, kadego roku produkowane sniliony ton popiotow w trakcie
spalania paliw wglowych w elektrowniach. Sktad chemiczny i wdavosci fizyczne
popiotdw r&nig sie w zaleznosci od rodzaju spalanego paliwa, czy tmetody jego
spalania. Popioty powstate w wyniku spalaniagla i innych biopaliw sktadaj sie
gtéwnie z mineratdw glinokrzemianowych i zawierajnaczne iléci Ca, Mg, Na i K
oraz r&ne stzenia innych pierwiastkéw (np. Cd, Pb, Zn, As, Cu, B, Ba, itp.). Ich
odczyn waha si od silnie kwdanego do silnie zasadowego, w zalesci od sktadu
spalanego paliwa. Pomimo tega, popioty uwaane § za niebezpieczny materiat
odpadowy, to ich zastosowanie jako dodatkow dogisisb w remediacji gleb jest
przedmiotem bada(Jala i Goyal, 2006). Najegtszym powodem aplikacji popiotéw do
gleb jest poprawa produkcji biomasy poprzez dogt@rie substancji agwczych dla
roslin oraz redukcja zakwaszenia gleby (Rautaray i.w8@03; Sajwan i wsp., 2003).
Popioty o wysokim odczyniegsstosowane w remediacji obszaréw zdegradowanych
przez przemyst (Vangronsveld i wsp., 1995; Gormamsp., 2000; Seoane i Leiros,
2001). Wprowadzenie do gleby piaszczystej popiofdeprawia jej struktur oraz
zwicksza pojemn& wodmng. Dodatkowo, popioty mag w efektywny sposob
ograniczy¢ mobilnas¢ metali cezkich w glebie i obniy¢ ich toksyczné¢ (Gorman
I wsp., 2000; Kumpiene i wsp., 2007).

Popioty lotne g najbardziej efektywne w przypadku zanieczysaczgstkpujacych
w formie kationéw, takich jak Cu, Pb, Zn i Ni, pads gdy efekt stabilizacji mie by
ostabiony dla zanieczyszaz&ystkpujacych w formie anionéw, np. arsenianow czy te
chromianéw. Mobilné oksyaniondw wzrasta w odczynie zasadowym, ktémst je
osiggany najczsciej w przypadku stosowania popiotdw. Ponadto skarieé¢ tych
samych popiotbw mae r&ni¢ sic w zalenosci od rodzaju gleby. Mechanizm
zatrzymywania zanieczyszdze przez popioty lotne oparty jest gtownie na
podwyzszaniu odczynu gleby i wytaniu zanieczyszche oraz ich sorpcji
w postaci kompleksowania na powierzchni popiotéweakcji wymiany kationow
(Kumpiene, 2010). Najlepsza skutecghav immobilizacji zanieczyszcaeprzy wyciu
popiotow lotnych byla obserwowana dla gleb kmych, o niskim poziomie materii

organicznej (Nachtegaal i wsp., 2005).
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Stosowanie popiotéw lotnych w stabilizacji metaleakich maze mig€ rowniez
negatywny wptyw na gleh gtdwnie poprzez zwkszenie zasolenia gleby oraz
zwickszenie stzenia pierwiastkow $ladowych do pozioméw toksycznych.
Przyktadowo, bor i molibden, egto obecne w popiotach lotnych naodoy¢
fitotoksyczne ja przy dawce 20 ton popiotdw lotnych na hektar
(Doran i Martens, 1972).

Sktad popiotéw lotnych jest bardzo zrdcowany, w zwizku z tym przed ich
zastosowaniem w remediacji gleb zanieczyszczonygimagane § SzczegoOtowe

badania (Kumpiene, 2010).

Zwigzki fosforu

Stosowanie zvazkow fosforu w immobilizacji metali egzkich w glebach oparte jest
gtdwnie na zdolngi fosforandw do sticania i tworzenia stabilnych form statych.
Apatyt Cao(POy)s(F,ClI,OH), jest powszechnym mineralem zawigcyim fosfor,
rozpuszczalnym w warunkach ksvgch i zdolnym do ponownego wytrania s¢ wraz
z zaadsorbowanymi zanieczyszczeniami, np. Pb, @u,Cd (Ma i wsp., 1993; Shi
i Ericson, 2001; Raicevic i wsp., 2005; Cao i wgi08). Oprocz apatytdéw, testowano
szereg innych zwizkow fosforowych, takich jak syntetyczne apatyhydroksyapatyty,
sole fosforanowe — NBPQO,, MgHPQ, (NH4):HPQ, kwas fosforowy (McGowen
I wsp., 2001; Geebelen i wsp., 2002; Chen i wsp(Q32 Cao i wsp., 2004; Brown
I wsp., 2005; Impellitteri, 2005; Scheckel i wsp005).

Stosowanie dodatkow doglebowych zawigegch fosfor jest szczegdlnie
rekomendowane w przypadku immobilizacji otowiu. \Wwadzenie hydroksyapatytow
do gleby skutkuje wyficaniem si trwatych zwhzkéw — hydroksypiromorfitow,
podobny mechanizm obserwowano podczas wprowadzangeby apatytow i innych
zwigzkéw fosforu (Ma i wsp., 1993; Cao i wsp., 2008pzBuszczaln& zwigzkow
otowiu i fosforu determinuje wydajdé stabilizacji otowiu w glebie. Otow nmie
wystepowa w roznych formach w glebie (np. tlenku otowiu PbOg¢glanu otowiu
PbCQ, siarczanu otowiu PbS{) ktére ulegaj rozpuszczaniu przy #dym odczynie.
Sole fosforanowe i kwas fosforowyy $ardziej rozpuszczalne, a co za tym idzie,
bardziej wydajne w stabilizacji otowiu (Brown i ws2005; Cao i wsp., 2008).

Stosowanie dodatkow fosforowych powinno ¢bygraniczone w przypadku

zanieczyszczew postaci anionow, takich jak arsen, selen czyfraol. Konkurencja
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pomidzy fosforanami a arsenianami 0 miejsca Sorpcyjmeenznacaco zwikszye
mobilnci¢ i biodostpnas¢ arsenu (Boisson wsp., 1999; Geebelen i wsp., 2002)

Efektywnag¢ dodatkéw  fosforowych jest staba w przypadku gleb
zanieczyszczonych wieloma pierwiastkamdiadowymi. Obserwowano obignie
zdolnaci sorpcyjnej hydroksyapatytow w przypadku jednaremo wysipowania
jonébw kadmu, miedzi i cynku w roztworze glebowynme mzgkdu na zjawisko
konkurowania pomgdzy nimi o miejsca sorpcyjne (Cao i wsp., 2004a;
Corami i wsp., 2007).

Wyzsze dawki zwjzkéw fosforowych wprowadzane do gleby mogzmocné
efekt stabilizacji zanieczyszaze ale mog rowniez spowodowdé przekroczenie
dopuszczalnych ikei fosforu w glebie. Skuteczne ograniczenie molsitncotowiu
poprzez formowanie piromorfitbw wymaga niskiego ngw gleby, wysokiej
rozpuszczalni zwigzkow otowiu i fosforu, co me spowodowéaznaczne zageenie
srodowiskowe. W zwjzku z tym, ograniczanie biodepnacsci otowiu przy uwyciu
zwigzkow fosforu w aplikacjach terenowych powinno¢bstosowane ze szczeggln

ostraznoscig (Chrysochoou i wsp., 2007).

Materia organiczna

Materia organiczna jest istotnym skitadnikiem gletmggcym znaczny wpltyw na
wiasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne oraz zaw&rtsubstanciji ogywczych.
Gtéwnym jej sktadnikiem jest mieszanina kwasow haowych i fulwowych. Wysoka
zawartéd¢ grup funkcyjnych w substancjach humusowych, w egéndci
karboksylowej -COOH i wodorotlenowej -OH pozwalawgmiare jonows, tworzenie
kompleksow i adsorpejz metalami cizkimi. Brak materii organicznej jest gztym
zjawiskiem w glebach silnie zanieczyszczonych, spoawanym toksycznym
wpltywem zanieczyszche na aktywné¢ biologiczry gleby oraz wzrost #in.
W zwigzku z tym dodatki ztlbone z materii organicznej pozwalaja popraw jakosci
gleby i zatrzymanie w niej substancjizggvczych (Kumpiene, 2010).

Metale cezkie, silnie whczone w struktur materii organicznej, poprzez
np. tworzenie struktur chelatowych, wyslaje by¢ zablokowane tak dtugozadczyn
gleby nie obniy sie do wartdci pH 3. Wptyw materii organicznej na mobiktometali
ciezkich w znacznym stopniu jest uzatony od jej widciwosci, m.in. stopnia
humifikacji, stosunku pomdzy rozpuszczalnymi matoggteczkowymi kwasami

organicznymi a wielkocsteczkowymi  sktadnikami. Warunki zasadowe mog
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prowadz¢ do rozpuszczania materii organicznej, cozenprowadzi do zwekszenia
mobilnasci zanieczyszczenieorganicznych. Natomiast, w warunkach kmech, spada
powinowactwo kwasow humusowych i fulwowych do kattw metali. W zwizku
z tym, istotnym jest, aby w procesie stabilizagneczyszcze przy wyciu materii

organicznej byt utrzymywany obgipny odczyn gleby (Kumpiene, 2010).

a) Torf

Adsorpcja i wymiana jonowa przez materialty pochodzeorganicznego takie jak
torf, mog by¢ przydatra opcg w usuwaniu koloidowych i rozpuszczonych form mietal
oraz mog doprowadzi do ich trwatego unieruchomienia w glebie. Torf ipds
wysokie powinowactwo do jonéw cynku i kadmu, znaeamnyzsze ni materiaty ilaste
(Ledin i wsp., 1996). Wprowadzenie torfu do gleby il@sci 5% (w stosunku
wagowym) mae znacznie obay¢ stzenia kadmu i cynku w roztworze glebowym,
przy pH 5 (Bes i Mench, 2008). Z kolgckne wprowadzanie torfu z popiotami lotnymi
moze rozszerz§ zakres jego skuteczém w glebach podatnych na zakwaszenie
(Kumpiene i wsp., 2007). Niektore wtawosci torfu, takie jak podatrsé na
wysychanie, staba stabilftochemiczna i niski odczyn zmiemapiekorzystnie warunki
dla wzrostu rélin i jednoczénie mog ograniczd jego zastosowanie
w procesie wspomaganej fitostabilizacji. W zmku z tym stosowanie torfu,
w wiekszasci przypadkow wize sk z koniecznécig korekty odczynu stabilizowanej
gleby (Jarvan, 2004).

b) Odpady biodegradowalne

Recykling odpadow organicznych czy biodegradowdinyop. osadysciekowe,
gnojowica, kompost) poprzez ich aplikagapko dodatki w procesie fitostabilizacji,
obnizajace mobilnd¢ metali cezkich w glebach jest od wielu lat przedmiotem hada
naukowych. Stosowanie osadovciekowych w rolnictwie jest esto zwhzane
z wprowadzaniem dodatkowych zanieczysacge nich zawartych i mee zwiksza&
catkowite ryzyko dlasrodowiska i cztowieka (Harrison wsp., 1999; McBrid2003;
Maddock i wsp., 2004). Pomimo szereguatpliwosci, stosowanie odpaddéw
biodegradowalnych pojedynczo lub w mieszance znmrdodatkami nieorganicznymi
jest rozpatrywane jako jedna z opcji przywracaniart@ci uzytkowej terenom
zanieczyszczonym na skutek dziatdleidutniczej czy wydobywczej (Caravaca i wsp.,
2003; Maddocks i wsp., 2004). Podobnie jak w preigoa popiotdw lotnych,

22



skuteczné¢ odpaddw organicznych w stabilizacji pierwiastkéfadowych w glebie jest
uzaleniona od ich wiéciwosci i powinna by poddana ocenie przed ich aplikacj

w pracach terenowych (Calace i wsp., 2005).

c) Wegiel brunatny

Na charakter wgli brunatnych wplywa szereg czynnikdw towarzyszh ich
przemianom, zachodeym w procesie karbonizacji.g30 przede wszystkim warunki
klimatyczne, typ rélinnosci itp. Std tez wiasciwosci fizykochemiczne i struktura
wegla brunatnego magrozni¢ sig migdzy sol. Ztoza wegla brunatnego w Polsce
zwigzane § z formacj trzeciorzdu, gtdwnie miocenu (Maciejewska, 1998). Polskie
wegle brunatne nalg do wegli ksylitowo-ziemistych. Dia cz$é, szczegolnie
odpadowych wgli ziemistych, mae by z powodzeniem wykorzystywana jakmdto
materii organicznej dla gleb.

Sktad pierwiastkowy organicznej substancjegla brunatnego jest zrdicowany.

Zawart@g¢ wegla organicznego mme segad 80%. Zawarté¢ azotu w organicznej
substancji wgla brunatnego najegciej wynosi 0,8% - 1,4%, a zawastosiarki wynosi

przecetnie 1 - 4% (Maciejewska, 1998).

Wegiel brunatny skiada sz szeregu sktadnikow grupowych. Najelo nich przede
wszystkim kwasy huminowe, hymatomelanowe, fulwoweazobiuminy. Najwiksze
znaczenie z punktu widzenia przydairiorekultywacyjnej maj kwasy huminowe,
gtéwny skiadnik wgli brunatnych. & to wieloczsteczkowe, polifunkcyjne,
bezpostaciowe kwasy organiczne. Kwasy huminowe alvade g gtéwnie z wgla,
wodoru i tlenu oraz niewielkich if@i azotu i siarki. Podstawowym elementem
struktury kwaséw huminowycha spiecienie aromatyczne typu benzenu i pirydyny,
pierscienie alicykliczne, tacuchy alifatyczne i grupy funkcyjne. Grupy funkcgjn
kwasow huminowych spetnigjstotrg role w srodowisku glebowym. Warunkaiszereg
jego wiaciwosci, takich jak hydrofilnéé, charakter kwasowy, zdold® wymiany
jonowej. Do najwaniejszych nalgg tlenowe grupy funkcyjne: —-COOH, —OH, =C=0
oraz —OCH. Grupa karboksylowa i wodorotlenkowa nadgnowymienny charakter
kwasom huminowym (Maciejewska, 1998; Vitkova i wsf)11),

Kwasy huminowe charakteryzuj sic zdolngciami jonowymiennymi. Jak
stwierdzono, oprécz sodu i potasu, modwniez wymienia glin, zelazo, mied, kadm,

czy tez otow (Maciejewska, 1998; Havelcova i wsp., 2008skocil i Pekar, 2012).
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O wielkasci zatrzymywania metali ekkich przez glebw gtdwnej mierze decyduje
jej pojemnad¢ sorpcyjna, determinowana dltg i jakoscig koloidow tworzcych
kompleks sorpcyjny. Grupy funkcyjne kwasoéw huminetvyi fulwowych obecnych
w weglu brunatnym mogtaczy¢ sie z metalami jedno-, dwu- lub trojwagmowymi,

a trwald¢ powstatych w ten sposdb kompleksow chelatowychunkowana jest
odczynem gleby oraz ¢feniem metalu w glebie (Maciejewska, 1998). Wraz ze
wzrostem odczynu gleby d$oie powinowactwo kwaséw humusowych do metali,
np. w przypadku cynku przy vigzych wartéciach pH tworzy si wodorotlenek cynku
zamiast wolnych jonéw Zfi i w zwiazku z tym kwasy humusowe sv stanie zwizad
znacznie wjksz ilosci tego pierwiastka. Wprowadzenie do glebygla brunatnego
obniza stzenie biodosfpnych form kadmu i cynku (Ociepa i wsp., 2011) azaacaco
zmniejsza pobieranie kadmu, oftowiu i cynku przezlimg (Maciejewska, 1998;

Maciejewska i Kwiatkowska, 2003).

Zwigzki wapnia

Wapno jest materiatem najgzie] stosowanym w rolnictwie do neutralizacji
odczynu gleby, poprawy warunkéw wzrosty$lio oraz ograniczenia pobierania metali
ciezkich przez réliny.

Zwigzki alkaliczne, takie jak wglan wapnia CaCg¢) wodorotlenek wapnia
Ca(OHy), tlenek wapnia CaO i tlenek magnezu MgO byly rozpeane pod ktem ich
przydatndci w remediacji terenOw zanieczyszczonych metalaigizkimi, a ich
efektywnad¢ poréwnywano z innymi stosowanymi dodatkami dogleymi (Bolan
i wsp., 2003; Garau i wsp., 2007; Doskocil i Piekdr12).

Mechanizmy zwizane 2z immobilizag) metali cgzkich w glebach przy
zastosowaniu zwrkéw wapnia s nastpujace: zwekszenie ujemnych fadunkow
czastek gleby, tworzenie zwikow hydroksylowych o silnych wiaiwosciach
sorpcyjnych, stcanie metali w postaci wodorotlenkéw lub ¢glanéw oraz
sekwestracja metali d&i wzmazonej aktywndci mikrobiologicznej (Hamon i wsp.,
2002; Bolan i wsp., 2003; Ruttens i wsp., 2010).

Zwiazki alkaliczne mog mie¢ zrdznicowany wplyw na mobiln@ arsenianow
i chromianéw, w zalenosci od wywotywanych zmian odczynu gleby. Wapnowanie
gleby, a co za tym idzie podwszanie jej odczynu povigj wartgci obogtnych mae
powodowa utlenianie C¥" do bardziej mobilnego i toksycznego®Coraz zwikszenie

jego pobierania przez siiny (Seaman i wsp., 2001). Wysokieezatnia wapnia mize
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powodowa wytracanie s¢ arsenu w postaci wodoroarsenianu (IV) wapnia (Cs@GR

lub arsenianu wapnia (g&s0O,)2) przy obogtnym odczynie gleby (Hartley i wsp.,

2004; Kumpiene 2010).

Lombi i wsp. (2004) sugerowaliz wprowadzenie wapna do gleby zkéza sorpgj

arsenu na wglanach, podczas gdy friejsze badania nie wykazatly znacznego efektu

immobilizacji As przez zwizki wapnia, w glebach zanieczyszczonych wieloma

metalami jednoczaie (Hartley i Lepp, 2004; 2008; Madejon i wsp.0a}

Najczsciej stosowane dodatki glebowe i ich wptyw na imifinhcje metali

ciezkich przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Dodatki glebowe i ich wptyw na mob#aaenetali cezkich, (za Kumpiene
2010, modyfikacje wtasne)

Wplyw na mobilnosé metali ciezkich Komentarz
Dodatki
Pozytywny | Zr6znicowany | Negatywny
. Cd, Cu, Ni, Immobilizacja
Tlenkizelaza As Pb, Zn zalezna od odczyny
. gleby, zbyt wysokie
Tlli?]rlljk' manganu Qfgﬂgg Cr stezenia manganuas
9 T toksyczne dla rdin
Pb, Cd, Cu Mato wydajne w
y Zn AS przypadku glel
. Cu, Zn, Mn, silnie
Zeolity )
As zanieczyszczonych,
. Pb, Cd, Cu mog ulega
Popioty lotne 7n As wymywaniu orzy
. Pb, Cu, Zn, niskim odczynie
Zwigzki fosforu Cd As gleby
Wegiel brunatny gg P, Zn,
Torf Cu, Pb, Zn, Staba stabilng
Cd fizykochemiczna
Mozliwosé
. wprowadzania
deady Cu, Pb, Zn, Ni, dodatkowych
biodegradowalne Cd, As . .
zanieczyszcze do
gleby
Zwiazki wapnia Cu, Zn As. Cr Wymagana kontrolz
Cd, Pb ' odczynu gleby

54
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2.3.2.2. Gatunki rdin stosowane we wspomaganej fitostabilizacji

Dobo6r odpowiednich gatunkow dlin jest istotnym elementem skutecznie
przeprowadzonego procesu wspomaganej fitostahilizdek stwierdzono, &iny
wykorzystywane w tym procesie powinny charakteryad©wsic nastpujagcymi cechami
(Berti i wsp., 1998; Vangronsveld i Cunningham, 89®%lench i wsp., 2010; Zou
I wsp., 2012):

= wysoky tolerancy na wysokie stzenia zanieczyszcaew glebie,

» zdolnccig wytworzenia na powierzchni gleby zwartej okrywyélianej wraz

z silnie rozwingtym (gestym), diugim systemem korzeniowym,

» kumulacp zanieczyszczew korzeniach i niskim ich wynoszeniem doega

nadziemnych,

» niskimi wymaganiami odrimie warunkow siedliskowych oraz odposo@ na

lokalne warunki klimatyczne.
Najbardziej przydatnymi w procesie wspomaganejsfabilizacji metali gjzkich
w glebach, okazaly sirézne gatunki traw, ktore posiadajyickszagé¢ w/iw cech, przy
czym w literaturze opisane soOwniez przypadki stosowania §n uprawnych, takich
jak pszenica, owies, kukurydza (Knox i wsp., 200Bpcréd traw najczsciej
stosowane g kostrzewa czerwonaFeéstuca rubrg, mietlica pospolita Agrostis
capillaris), zycica trwata [olium perenng smiatek darniowy Deschampsia
caespitosp spartyna ¢stokwiatowa $partina densiflorai Spartina maritima
(Li i Chaney, 1998; Vangronsveld, 1998; Kucharskvdp., 2005; Gucwa-Przepiora i
wsp., 2007; Cambrolle i wsp., 2011).

2.4 METODY OCENY EFEKTYWNGCI PROCESU REMEDIACJI GLEB
ZANIECZYSZCZONYCH METALAMI CIEZKIMI.

Przeprowadzenie oceny efektywnb i oddziatywania nasrodowisko glebowe
procesu wspomaganej fitostabilizacji metal¢z&ich jest niezbdne, szczegdlnie ze
wzgledu na wprowadzenie do glebyzriych dodatkow stabilizagych.

Do oceny procesu moa zastosowa zarowno metody fizykochemiczne, jak
I biologiczne. Do metod fizykochemicznych najeokreslenie zmian biodogpnasci
stabilizowanych metali dla §bn, przy pomocy ekstrakcji specyficznymi ekstrataani.

Natomiast metody biologiczne obejukreslenie zmian aktywn&i biologicznej oraz

26



pokrycia ralinnego wraz z analig akumulacji metali gizkich w r&nych tkankach

roslinnych.

2.4.1. Metody fizykochemiczne

Do oznaczania doginych form metali egizkich w osadach i glebach stosowane s
rézne procedury ekstrakcji — ekstrakcja pojedynczaezyriem r@nych ekstrahentow,
a take ekstrakcja sekwencyjna. Metody ekstrakcji sekwpe¢ opierag sie na
stopniowym uwalnianiu metali wygiujagcych w r&nych, tzw. formach
specjacyjnych” otrzymanych za pomocekstrakcji ranymi, specyficznymi
ekstrahentami. Kolejne frakcje chemiczne uzyskiwame przy wyciu coraz to
silniejszych ekstrahentow, w coraz bardziej agresyh warunkach ekstrakcji. Za
frakcje biodostpne uznaje sifrakcje rozpuszczalpw wodzie oraz wymierp(Tessier
i wsp., 1979). Metoda ekstrakcji pojedynczej polega poddawaniu prébki gleby
dziataniu jednego ekstrahenta w celu oznaczenian fonetali rozpuszczalnych
w roztworach ekstrakcyjnych dobranych tak, aby ddmiedlaty biologiczp
przyswajalné¢ danego metalu dla §lin lub organizmoéw (formy przyswajalne) oraz
podatné¢ metali na wymywanie (gtéwnie gleb silnie zanieaymonych i odpaddw)
(Karczewska, 2002). Stanowi ona pgostszybky metod dostarczajca informacii
o potencjalnym ryzykurodowiskowym (Cook i Parker, 2005). Stosuje &i przede
wszystkim tzw. ,delikatne ekstrahenty”, do ktoryzdlicza s¢ roztwory soli obajtnych
(np. chlorek potasu (KCI), chlorek wapnia (CaChzotan sodowy (NaN{) kwasy
o r&enym stzeniu (np., 0,1 M lub 1 M kwas chlorowodorowy (HCi))roztwory
zwigzkdw kompleksujcych, np. kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), dsw
dietylenotriaminopentaoctowy (DTPA) (Quevauville2002). Procedury ekstrakcji
pojedynczej w poréwnaniu z ekstrakgekwencyjn redukuj uzywanie agresywnych
kwaséw oraz mdiwos¢ popetnienia déw podczas realizacji poszczegdlnych etapéw
ekstrakcji (Peijnenburg i wsp., 2007). Roztworyisobojtnych uwalniag przede
wszystkim kationy frakcji wymiennej. Rozdiezone kwasy ekstrahujmetale cjzkie,
zawarte we frakcji wymiennej, ¢glanowej, zwgzane z tlenkamielaza i manganu oraz
z substangj organicz. Zwigzki kompleksujce ekstrahuj metale frakcji wymiennej
oraz organicznej (Karczewska, 2002). Przyjmuje, g formy metali uwalniane

w czasie ekstrakcji Cagl odpowiadag niewielkim zmianom warunkow
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srodowiskowych, dlatego zdoldé do ekstrakcji roztworem chlorku wapnia jest maiar
aktualnej dosfpnasci metali.

2.4.2. Metody biologiczne

2.4.2.1. Aktywn@¢ biologiczna gleb

Metody remediacyjne m@jna celu nie tylko oczyszczanie zanieczyszczonyeh g
(detoksykacja), ale réwnieuaktywnienie obszarow zdegradowanych, przywrocenie
réznorodndci i rownowagi biologicznej na skanych terenach oraz movosci
ponownego ich kytkowania. Istotne jest przywrécenie/zachowanaelowiska w stanie
pozwalajcym na jego odtworzenie i funkcjonowanie procesowymdniczych.
Aktywnos¢ biologiczna gleby jest niezwykle wilava na stres srodowiskowy.
W zwigzku z czym, kada zmiana warunkéwsrodowiskowych meée spowodowa
modyfikacg sktadu mikroflory glebowej oraz jej aktywfm. Ochrona rénorodndci
biologicznej i monitorowanie jej przemian na wsEkyst poziomach organizacji
przyrody, w tym mikroorganizmow, ktére stangwnajnizszy poziom tacucha
pokarmowego, ma istotne znaczenie. Mikroorganizrpgmimo swoich matych
rozmiaréw (<0,2 mm), snajliczniejsz grum organizmow glebowych, posiadajuzy
stosunek powierzchni do @bpsci, odgryway duza role w obiegu wgla, azotu, siarki,
fosforu, rozktadzie materii organicznej, przeptyweeergii, wptywag na parametry
fizyczne gleb, bigy udziat w budowie i utrzymaniu struktury gleb, zampéaja
odpowiednie warunki wodne gleb (Nielsen i Windirgf)02; Bloem i Breure, 2003;
Markert i wsp., 2003). Mikroorganizmyasbardzo wraliwe, szybko reaggj na
wszelkiego rodzaju zmiany (naturalne i antropogemg zachodge
w srodowisku oraz szybko przystosowugie do nowych warunkow. Adaptacja do
nowych warunkow mze by monitorowana przez zmiany $lcowe, jak i jakéciowe
w populacji i aktywnéci mikrobiologicznej. Zmiany zachogee w populacji
mikroorganizmow stanowi sune oddziatywa czynnikéw fizycznych, chemicznych

i biologicznych na ekosystemy glebowe.

Obecnie, w badaniach dotycxych okrglenia struktury, dynamiki i funkciji

populacji mikrobiologicznej, stosujegsi

= metody tradycyjne (liczebrsé, biomasa, aktywrig enzymatyczna) oraz
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= nowoczesne metody molekularne - analiza 16S rDNARI®GGE, PCR-TGGE,
T-RFLP, analiza kwaséw tluszczowych — FAMEs, PLFAmjaliza mRNA,
BIOLOG™ systemijn situ hybrydyzacja — FISH, SIP - ang. stable isotopéing
metody ,-omics” (Gupta i wsp., 2008; Desai i w2010) (Rysunek 2).

_ PROBKA
SRODOWISKOWA

L

PRZYGOTOWANIE
PROBKI

SN

Metody hodowlane Metody mikroskopowe Badania molekularne
(podtoza ptynne i state)

Rys. 2. Podziat metod mikrobiologicznych stosowdngo oceny jaksci gleb
(Ptaza i wsp., 2003)

W niektérych krajach europejskich opracowano programonitorowania gleb
(European Soil Monitoring Programmes), w ktorycholkobparametréw fizyczno-
chemicznych wprowadzono mde wskaniki oceny biologicznej gleb. Niemcy do
swojego systemu monitoringu wprowadzili nrgstigce parametry biologiczne:
oddychanie, biomas aktywnd¢ enzymatyczgy Natomiast Holandia — biomgs
aktywnadi¢ proceséw C-mineralizacji i N-mineralizacji, DGGBJOLOG™. Wielka
Brytania — biomas oddychanie, aktywrié enzymatyczg (celulazy, katalazy),
BIOLOG™, analiz kwaséw tluszczowych (PLFA), Austria — biomasktywndé
enzymatyczag (dehydrogenazy, ksylazy, arylsulfatazy, proteamytyyfikacje (Nielsen
i Winding, 2002).

2.4.2.2. Testy ekotoksykologiczne

Innymi, istotnymi parametrami w ocenie efektywoioproceséw remediacyjnych
I zanieczyszczenia glebga stesty ekotoksykologiczne. Bioindykacja jest matod
wykorzystupca jako wskanik organizmzywy, ktérego reakcja jest podstawo oceny
badanego uktadu. Pozwala to na poznanie sumarydoksyczndci wszystkich
szkodliwych substancji, w wielu przypadkach dzigdgch synergistycznie.
W przypadku bioindykaciji, istgtjest ocena ogélnej toksyczwd badanego ukfadu, nie
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ma znaczenia, ktory zwiek jest toksyczny, way jest sumaryczny efekt ich dziatania.
Organizmy stosowane w testach wybierangad lkgtem ich szczegolnej wrdwosci
na zwgzki chemiczne szkodliwe dla cztowieka. Zazwyczajpadaniach stosuje ¢si
zestawy biotestow, w ktorych organizmy testowanéemado r&nych poziomow
troficznych (producenci, konsumenci i destruenci).

Sparod testow ekotoksykologicznych, Mictrotox (wykostyjacy bakterieVibrio
fischer) okazatl st przydatnym nargdziem w ocenie toksyczeo gleb
zanieczyszczonych gglowodorami ropopochodnymi i metalamig¢ikimi (Greene
I wsp., 1988; Wang, 1991; Hund i Traunspurger, 19a&ddy i wsp., 1995; Salanitro
I wsp., 1997; Dorn i wsp., 1998; Saterbak i ws@99;, Juvonen i wsp., 2000; Ptaza
I wsp., 2005). Innymi testami wykorzystywanymi rGamndo oceny toksykologicznej
gleb g: test bezp&redniego kontaktu oceny toksyczwoo ostrej z wykorzystaniem
skorupiaka Heterocypris incongruens(Ostracodtoxkit F™), test kietkowania
i wczesnego wzrostu lin (Phytotoxkit™) oraz testy nazlzownicach.
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3. CEL | ZAKRES PRACY

Gleby silnie zanieczyszczone metalam¢zkimi stanowi duze zagraenie dla
otaczagcegosrodowiska, a poszukiwanie atrakcyjnych ekonomiczmgezyjaznych dla
srodowiska rozwgzan technologicznych, ogranicaajych ich szkodliwy wptyw jest
w petni uzasadnione. Metoda wspomaganej fitostad|i metali c¢zkich w glebach
silnie zanieczyszczonych jest znana od wielu latczZitkowo, prowadzone badania
koncentrowaly s gtébwnie na immobilizacji jednego metalu, np. otawia obecnie
wigkszas¢ prac dotyczy badania immobilizacji kilku metaldjeczénie, np. otowiu,

kadmu i cynku.

Celem pracy byto opracowanie metody wspomaganegthbilizacji gleb silnie
zanieczyszczonych metalamieikimi z wykorzystaniem dodatkéw stabilizgych —

drobnoziarnistej frakcji odpadowejggia brunatnego i wapna nawozowego.

W pracy postawiono tez
Wprowadzenie do gleby dodatkéw stabilmyjch powoduje zmniejszenie
biodostpnasci metali, poprawia warunki wzrostustm oraz nie wptywa negatywnie na

biologiczne wiaciwosci gleby.

Zakres pracy obejmowat:

1. Opracowanie doboru dawek zmkéw stabilizujcych zapewniacych
ograniczenie biodogbnasci otowiu, kadmu i cynku.

2. Okreslenie wptywu dodatkow obwnajacych biodosipnas¢ otowiu, kadmu
I cynku na produkej biomasy oraz kumulagjtych metali w tkankach
roslinnych.

3. Okreslenie zmian stzenia metali gjzkich w odciekach glebowych pod
wptywem dodatkéw stabilizagych.

4. Ocena efektywn&ei procesu wspomaganej fitostabilizacji na podstammian

fizyko-chemicznych i biologicznych parametréw gleby
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Prace prowadzone byly zarbwno w skali laboratojyjifbadania wazonowe),
jak i péttechnicznej (badania lizymetryczne i phtate). Na Rysunku 3 przedstawiono

schemat przeprowadzonych w pracy biada

Gleba zanieczyszczona metalami ciezkimi

U

Eksperyment wazonowy etap |
selekcja ilosci wprowadzanego wegla
brunatnego

I}l

Eksperyment wazonowy etap |l
selekcja dodatkowych stabilizatoréw

Il

Eksperyment lizymetryczny
analiza sktadu odciekéw glebowych

U

Eksperyment poletkowy
ocena wptywu wspomaganej fitostabilizacji na
biologiczne wiasciwosci gleby

Rys. 3. Schemat przeprowadzonych iada

Badania wykonano w Instytucie Ekologii Terenow Uprg/stowionych
w Katowicach, a sfinansowano zeodkow na dotagj statutowy oraz z projektu
promotorskiego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa ¥8yego ,Wspomagana
fitostabilizacja metali ezkich w glebach” (N N523 742440, 2011-2013).
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4. MATERIALY | METODY

4.1. CHARAKTERYSTYKA TERENU BADAN

Teren, z ktorego pobierano gtedlo badé znajduje sj na obszarze wojewodztwa
$laskiego w PiekaracBlaskich. Jest to kilkuhektarowy obszar besmednio gsiadujcy
Z nieistniejca huty cynku i otowiu ,Waryiski’. Teren po dawnej hucie ,Waigki”
zajmuje powierzchri 60 ha i jest zlokalizowany na terenie Gminy Pigk8iaskie.
Huta prowadzita dziatalié poczwszy od roku 1927,7ado chwili jej zamknicia
w roku 1990. Zostata zlokalizowana w miejscu wpstvania na ghbokasci 40 — 90 m
rud cynkowo-otowiowych oraz czynnie eksploatowanpotadéw wgla (od poziomu
300 m). Tereny te gs zaliczcone do IV klasy szkdd goérniczych (Kucharski
i wsp., 2000). Wczmiejsze wyniki analiz gruntu wskazatye najwaniejszymi
zagraeniamisrodowiska, wysipujacymi na danym obszarze metale cizkie Cd, Pb,
I Zn. Wysokie szenia tych metali w glebach (maksymalna zawrieb dochodzita do
30% masy probki, Zn do 12%, Z&d do blisko 0,5%, tak z wierzchniej warstwy, jak
rowniez z odkrywek) w rejonie bytej huty ,Wangki” swiadcz o skaeniu tego terenu
w trakcie dziatania zaktadu.

Na pocatku XX wieku teren ten byt jeszcze uprawiany rokuc ale od lat 70
ubiegtego wieku jest nieytkiem, ze wzgidu na staby wzrost gbn, spowodowany
najprawdopodobniej wysakzawartdcia metali w podtau. Ogoélny widok miejsca

poboru gleby przedstawiono na Rysunku 4.

Rys. 4. Og6lny widok miejsca poboru gleby
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4.2.CHARAKTERYSTYKA GLEBY WYKORZYSTANEJ

W DOSWIADCZENIACH

Glebe do bada pobrano z warstwy 0-30 cm, ze wadji na potrzep praktycznego

zastosowania procesu wspomaganej fitostabilizacjiwarstwie ornej. Nagpnie,

pobrany glely (okoto 2 t) suszono w temperaturze pokojowej ieprano przez sito

4 mm.

W glebie oznaczono naggujace parametry:

pH w wodzie dejonizowanejiw 1 M KCI

matere organiczig (OM)

sktad granulometryczny

pojemnd¢ wymienry dla kationéw (CEC)

zawart@¢c N, P, K

catkowita zawart& metali (ekstrakcja w wodzie krélewskiej)
zawarté¢ metali biodosfpnych (ekstrakcja w 0,01 M Cagl

4.3.CHARAKTERYSTYKA DODATKOW STABILIZUJACYCH

W badaniach zastosowano r@stjgce dodatki stabilizage:

1. drobnoziarnist frakcje odpadowy wegla brunatnego pochogizy z kopalni

,Turoszow” w Bogatyni. Wgiel poddano procesowi suszenia, a ¢@&se
przesiano przez sito 2 mm. W badanymgglu brunatnym oznaczono pH
w wodzie dejonizowanej i 1 M KCI oraz catkowitawarté¢ metali (ekstrakcja

w wodzie krélewskigj),

. wapno nawozowe dolomitowe, (PPHU DOLPOL, Ktodzko),
. superfosfat potréjny ((CalPOy),- H.0), (Gdaskie Zaktady Nawozow

Fosforowych ,FOSFORY” Sp. z.0.0.).

4.4. NAWCQZENIE MINERALNE

Gleke przeznaczop do badé wzbogacono w nawozy mineralne, Azofegknco
VERITAS S.A.), zawierajca NOs — 5,5%, NH — 8,1%, ROs — 6,4%, KO — 19,1%,
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MgO - 4,5% oraz saletramonow w ilosciach odpowiednio 0,4 g oraz 0,2 g na kg
powietrznie suchej gleby (Kucharski i wsp., 2005).

4.5. EKSPERYMENT WAZONOWY

4.5.1. Okrélenie dawki wgla brunatnego wprowadzanego do gleby w celu
ograniczenia biodogbnasci Pb, Cd i Zn

W ddédwiadczeniu wazonowym okileno minimalr, skutecza dawke wegla
brunatnego pozwalaja na uzyskanie efektu obmnia biodosipnasci kadmu, otowiu

i cynku.

W daoswiadczeniu wykorzystano 30 kg zanieczyszczonej\glgiozygotowanej jak
opisano w punkcie 4.2., do ktorej dodano 12 g AZGRODi 6,2 g saletry amonowej
w celu wprowadzenia odpowiedniej §lb nawozéw NPK. Nagpnie caté¢ doktadnie
wymieszano. Na dno kdego wazonu wsypano 30 g drema napetnione je 300 g
odpowiednio przygotowanej mieszanki. W eksperymemneazonowym przetestowane

zostaly nasfpujace warianty:

=  30% wegla brunatnego (w/w),

20% wegla brunatnego (w/w),
= 10% wegla brunatnego (w/w),
= 5% wegla brunatnego (w/w),
=  2,5% wegla brunatnego (w/w),
= gleba bez dodatku stabilizggego.
Kazdy wariant wykonany zostat w 3 powtorzeniach.

Eksperyment przeprowadzono w pokoju hodowlanym, wntiolowanych
warunkach éwietlenia i temperatury. Wazony podlewano wodav celu uzyskania
odpowiedniej wilgotnéci gleby. Po okresie sg&iu tygodni pobrane zostaly prébki
glebowe w celu oki&enia zmian biodogpnasci metali w glebie, a na powierzchkni
wazonu wysiano nasiona kostrzewy trzcinow€egtuca arundinacea,Asterix”,
w ilosci 1 g na kady wazon. W trakcie wzrostu traw monitorowano gasgce
parametry: wysokg roslin, pokrycie powierzchni doniczki oraz ich morfgie w celu
okreslenia stopnia chlorozy. Po 12 tygodniach wzrosawtzebrano egci nadziemne

i korzenie w celu oki&denia masy rélin oraz kumulacji metali ezkich w tkankach
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roslinnych. Zebrany materiat gbny wysuszono w temperaturze 70 °C i ckoao ich
suchy mag. Nastpnie przygotowano do mineralizacji w celu otemia zawartéci

metali cezkich w tkankach.

4.5.2. Wybor drugiego stabilizatora wprowadzanegeozriie z 10% wgla
brunatnego, wspomagapgo obnienie biodosipnaici metali cezkich w glebie

zanieczyszczonej

W celu wykonania dawiadczenia przygotowano 30 kg powietrznie suchepyl
~Warynski” (jak opisano w punkcie 4.2). Do gleby dodar®b @ AZOFOSKI i 6,2 g
saletry amonowej w celu wprowadzenia odpowiednagci nawozow NPK oraz 10%
(w/w) wegla brunatnego. Naginie, do tak przygotowanej gleby dodawanane
kombinacje dodatkéw stabilizagych: superfosfatu potrojnego oraz wapna
nawozowego, zmieszane w ofmnym stosunku wagowym. Na dnozkkego wazonu
wsypano 30 g drera i tak przygotowane wazony napetniono 300 g odpdwiej
mieszanki.

W przeprowadzonym eksperymencie przetestowanety ogtstpujagce warianty:
= Kontrola (gleba zanieczyszczona bez dodatkdw),
=  10% wegla brunatnego,
= 10% wegla brunatnego + 2,5% superfosfatu potrojnego,
= 10% wegla brunatnego + 5% superfosfatu potrojnego,
=  10% wegla brunatnego + 5% wapna nawozowego,
=  10% wegla brunatnego + 2,5% wapna nawozowego.

Kazdy wariant wykonano w 3 powtorzeniach.

Aby uzysk& odpowiedma wilgotnas¢ gleby wazony podlewano wed
Po okresie szeiu tygodni pobrano prébki glebowe w celu oznaczezimian
biodostpnasci metali w glebie. W tym samym czasie, na powikrag wazonu
wysiano nasionaF. arundinacea ,Asterix” w ilosci 1 g na kady wazon.
W trakcie wzrostu traw monitorowano ngsijagce parametry: wysoké roslin,
pokrycie powierzchni doniczki oraz ich morfolegv celu okrélenia stopnia chlorozy.
Po 12 tygodniach zebrano materiadlimny by okreli¢ biomasg oraz kumulag metali

ciezkich w tkankach. Zebrany materiatsliony wysuszono w temperaturze 70 °C
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i okreslono jego such mag. Nastpnie prébki rélin przygotowano do mineralizacji

w celu okrélenia zawartéci metali cezkich w ich tkankach.

4.6. EKSPERYMENT LIZYMETRYCZNY

Lizymetry, w ktorych prowadzono proces stabilizasjanowity 35-cio litrowe
wazony, wyposzone w dolnej cgci w otwdr umaliwiajacy zbieranie odciekow.
Na dnie lizymetrow wprowadzona zostata 1 cm warspaasku, ktéra zapobiegata
przechodzeniu @atek gleby do odciekow. Schemat lizymetru przedstawv na

Rysunku 5.

35cm

60cm

zanieczyszczona ” mata
gleba | | oddzielajaca
wlV
I filtr z piasku

zbiornik odciekow

Rys. 5. Schemat lizymetru

Lizymetry napetniono 26 kg gleby (wariant kontroingraz glel z dodatkiem
10% wegla brunatnego + 2,5% wapna nawozowego (warianpezigmentalny).
W trakcie trwania eksperymentu prowadzono pobowiedebw glebowych, w ktorych
oznaczano gtenie metali (Pb, Cd, Zn), odczyn i przewodnictwekétyczne (EC).
Warianty déwiadczenia lizymetrycznego:

» gleba bez dodatkow (wariant kontrolny),

= 10% wegla brunatnego + 2,5% wapna nawozowego (wariargezkaentalny).
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Zastosowane w tym dwiadczeniu dawki wgla brunatnego i wapna nawozowego
wybrano na podstawie wynikéw eksperymentu wazonoweg

Wszystkie warianty daviadczenia wykonano w trzech powtérzeniach.

Badania prowadzono przez 4 migs. Pierwszy pobor odciekow przeprowadzono
po 6 tygodniach od wprowadzenia do gleby dodatkiawikzujacych, a kolejne pobory
nastpowaty w miesicznych odsipach. W zalenosci od warunkow atmosferycznych
do gleby dodano od 3 do 4 litréw wody. W przefittenych odciekach oznaczono
nastpujace parametry: odczyn, przewodnictwo elektrycznez osgzenie otowiu,
kadmu i cynku.

4.7. EKSPERYMENT POLETKOWY

Doswiadczenie poletkowe przygotowano w dwoch waridmt&ontrolnym — gleba
zanieczyszczona metalami edkimi  bez dodatkbw  stabilizagych  oraz
eksperymentalnym, z wprowadzonymi dodatkami stalgjcymi. Kazde poletko
o powierzchni 2 rhwypetniono 500 kg zanieczyszczonej gleby. Glebavaviancie
eksperymentalnym zostata wymieszana gylem brunatnym (10% w/w), wapnem
nawozowym (2,5% w/w) oraz nawozami mineralnymi: faskg (0,2 g/kg gleby)

I salety amonowy (0,4 g/kg gleby). W wariancie kontrolnym do glelwprowadzono
tylko Azofosk i salete amonows, w takich samych dawkach, jak w wariancie
eksperymentalnym. Zastosowane dawki stabilizatoxg@naczono we wczaiejszych
badaniach, na podstawie eksperymentu wazonowego.

Po 6 tygodniach od wprowadzenia dodatkéw, na paletlysiano 100 g nasion
kostrzewy trzcinowejKestuca arundinacegAsterix”).

Zmiany stzenia biodostpnych form otowiu, kadmu, cynku i arsenu w glebie
monitorowano w 0, 6, 12, 20, 28, 52, 60, 85 tygadsd momentu wprowadzeniaga

brunatnego i wapna nawozowego.

Ponadto, w kolejnych tygodniach trwania eksperymdft 3, 6, 9, 20, 28, 58, 85

tygodniu) w glebie kontrolnej i stabilizowanej ozaano:
» liczbe bakterii, grzybdw i promieniowcow,

= aktywnag¢ enzyméw glebowych: dehydrogenazy, fosfatazy daep

| zasadowej, proteazy i ureazy,
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= aktywna¢ enzymoéw glebowych przyzyciu testu APPZYM,
= toksycznéé gleby testem Microtox-SPT

W trakcie kadego z dwoch sezondw wegetacyjnych wykonano dwarylmzsci
nadziemnych traw w celu olglenia zmian w biodogpnaici metali cezkich w trakcie
sezonu wegetacyjnego. Oznaczono rowrnpeodukcg biomasy (sucha masaslin)
z poletka kontrolnego i eksperymentalnego oraz Kaopumetali cezkich w tkankach

roslin.

4.8. PROCEDURY ANALITYCZNE
4.8.1. Analizy fizyczno-chemiczne

Oznaczenia odczynu gleby w wodzie dejonizowanej M KCI| wykonano przy
pomocy pehametru (CPC-551, Elmetron, Polska) i knoveanych elektrod pH (OSH
10-10, METRON, Polska). Do oznagzepH w wodzie dejonizowanej, jak
I w mieszaninie gleby i 1M KCI| zachowano stosuneR,3. Tak przygotowane
roztwory pozostawiono na 24 godziny, a ppete dokonano oznacZe pH.
W ekstraktach wodnych oznaczono rownm@zewodnictwo elektryczne przy pomocy
elektrody (ESP 2ZM, EUROSENSOR, Polska).

Zawartg¢ materii organicznej oznaczono wg. Houba i wsp98)9 Zawarté¢ azotu
amonowego i azotanowego wykonano zgodnie z PN-18263:2001, a zawarlé

P i K odpowiednio wedtug PN-R-04023:1996 oraz PI94R24:1997.

Sktad granulometryczny okileno metod hydrometrycza wg Pruszyiskiego, zgodnie
z PN-R-04032:1998.

W celu okrélenia catkowitego stenia metali, probki gleby utartej do ziarna 0,25 ,mm
mineralizowano w wodzie krolewskiej w mineralizatermikrofalowym (MDS 2000,
CEM USA).

Dla okr&lenia zawartéci metali biodosfpnych odwaano 5 g gleby utartej do ziarna
0,25 mm, ktég wprowadzano do kolb stkowych o pojemnéci 200 ml. Nasfpnie
glebe ekstrahowano 50 ml 0,01 M CaQbrzez 5 godzin, po czym odwirowywano,
a uzyskany supernatant filtrowano przez filtr Op48 (Nagle Nuc International, USA).
W supernatancie oznaczano zawarteb, Cd, Zn i As.

Zebrany materiat idinny (czgéci nadziemne i korzenie) umyto w wodzie destylowane

poddano suszeniu w temperaturze 70 °C przez 72irgoda nasipnie zmielono.
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W celu okrélenia zawartéci badanych pierwiastkbw, zmielony materiaklimny
nawaono w ilasci 1 g do kolbek Erlenmeyera o etgsci 50 ml i zalano 20 ml
mieszaniny kwasow azotowego i nadchlorowego w siasud:1. W ten sposéb
przygotowane probki mineralizowano na piytach grzawh. Po mineralizacji
wykonano ekstrakty do kolb miarowych o etogci 25 ml.

Oznaczenie metali ¢tkich wykonywano wedtug akredytowanej metody absgrpj
spektrometrii atomowej (AAS) lub atomowe] spektromemisji z plazma wzbudzoi
indukcyjnie (ICP, Liberty 220, Varian). Oznaczanids wykonano wediug
akredytowane] metody absorpcyjnej spektrometrii maovej (AAS) technik
wytwarzania wodorkéw (SAA, SpectrAA 300) z przyskawdo generowania

wodorkéw i zimnych par ¢ci (VGA-76).
4.8.2. Analizy mikrobiologiczne
Test APPZYM

Test APPZYM przeprowadzano w dniu zatenia uktadu badawczego oraz po
3, 6, 9, 20, 28 58 i 85 tygodniach trwania ekspemytm dla gleby stabilizowane]

I kontrolne;j.

Jest to potiléciowa mikrometoda pozwalgga na okrélenie  aktywndgci
19 zewntrzkomdérkowych enzyméw: 3 fosfataz, 3 esteraz, fapeptydaz, 2 proteaz
i 8 hydrolaz glikozydowych w ztmnych, nieoczyszczonych probkach. Glelo badéa

z kazdego poletka pobierano zepiu losowo wybranych miejsc. 2 g gleby doktadnie
wymieszano z 5 ml 0,85% sterylnego roztworu Na@kubowano w temperaturze
37 °C przez 24 godz. Przygotowanie testu polegatevprowadzeniu na dno komory
inkubacyjnej sterylnej wody destylowanej w celuzytmania odpowiedniej wilgotroi

i umieszczeniu w niej paska ARIYM. Nastpnie, 65 pl zawiesiny glebowej
umieszczano w kolejnych studzienkach na pasku®2PM, zabezpieczono przed
wyschngciem i inkubowano w temperaturze 3T przez 4 godz. Po inkubacji do
kazdej studzienki dodawano po jednej kropli odczynndkfM A (Tris, 37% kwas
solny, laurynowy siarczan sodu, woda) i ZYM B (Fhkie BB — aktywny skiadnik,
metanol, DMSO) wedtug zalegg@roducenta. Po uptywie 5 minut, ktére niedibe byty
do wywotania barwnej reakcji, odczytywano wyniki dheg tabeli dostarczonej przez
producenta. Aktywn& enzymdéw oznaczano jakmowo okrdlajagc intensywnécé

zabarwienia wedtug skali od O (brak aktywaip do 4 (najwgksza aktywnéx).
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Oznaczenie liczby bakterii

W celu oznaczenia liczby bakterii 10 g gleby zaw@® w 90 ml 0,85% jatlowego
roztworu NaCl, a nagpnie intensywnie wytrgsano przez 2 — 3 minuty. W ten sposéb,
po sedymentacji gstek statych gleby, otrzymana zawiesina stanowocimczenie
10, Dla oznaczenia ogélnej liczebimd bakterii przygotowywano szereg rozaiee
w soli fizjologicznej od 18 do 10’. Z rozcigiczer od 10" do 10" pobierano 0,1 ml
zawiesiny i przenoszono na ptytki Petriego z peein statym Nutrient Agar (NA).
Nastpnie przy uayciu gtaszczki rozprowadzono roéwnomiernie zawiesima calej
powierzchni ptytki (posiew powierzchniowy) (Peppegerba, 2004; Hallmann i wsp.,
2006).

Przygotowanie podi@: 25 g podiga Nutrient Broth (BioMerieux) rozpuszczono
w 1000 ml wody destylowanej, a ngstie dodano 15 g agaru (BioMerieux). Gato
autoklawowano w temperaturze 121 °C, przez 15 mimd cénieniem 1 atmosfery.
Po schtodzeniu do temperatury okoto 35 °C dodawamybiotyk aktidion
(cykloheksimid) w sfzeniu 500 mg/l (Sigma-Aldrich). Tak przygotowane {oué
rozlewano po 15 ml do ptytek Petriego i pozostawidan zestalenia.

Posiane ptytki inkubowano w temperaturze 23 °C prz2 godz. Po tym czasie
liczono ilas¢ wyrostych kolonii, przy zatzeniu, ze jedna kolonia odpowiada jednej
komorce bakteryjnej. Ikg bakterii w 1 g wilgotnej gleby obliczano ze wzqRepper
i Gerba, 2004):

A=a-b-10
gdzie:
a -srednia liczba kolonii wyrostych na ptytce
b - krotna¢ rozciexczenia
10 — przeliczenie na 1 ml zawiesiny

Ogolm liczbe bakterii przedstawiono jako logarytm dzigey jednostek

tworzacych kolonie (j.t.k.) w przeliczeniu na 1 g suchegsy gleby.

Oznaczenie liczby promieniowcow

W celu oznaczenia ogdlnej liczby promieniowcéw 16leby zawieszano w 90 ml
0,85% jatowego roztworu NaCl, a ngztie mocno wytrgzsano przez 2-3 minuty.
W ten sposéb, po sedymentacjpstek statych gleby, otrzymana zawiesina stanowita
rozcieiczenie 10. Dla oznaczenia liczebsa promieniowcéw przygotowywano szereg

rozcieiczer w soli fizjologicznej od 18 do 10°. Posiewéw badanego materiatu na
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podiaze state Difcd™ Actinomycete Isolation Agar dokonywano metogblytek
tartych” (posiew powierzchniowy). Z kdego rozciéczenia (od 10 do 10°) pobierano
0,1 ml zawiesiny i wprowadzano na ptytki Petriegoodtazem statym, a nagpnie przy
uzyciu gtaszczki rozprowadzono rownomiernie zawiesia catej powierzchni ptytki
(Pepper i Gerba, 2004).

Przygotowanie podi@: 22 g Difcd" Actinomycetes Isolation Agar rozpuszczono
w 1000 ml wody destylowanej i dodano glicegynv stzeniu 5 g/l. Podiee
autoklawowano w temperaturze 121 °C, przez 15 mipod cénieniem 1 atmosfery.
Po schtodzeniu do temperatury okoto 35 °C dodawdwa antybiotyki: aktidion
(cykloheksimid) w sfzeniu 50 mg/l (rozpuszczono 50 mg antybiotyku w lagcgtonu)

I nystatyrr w skzeniu 50 mg/l (rozpuszczono 50 mg antybiotyku w 1 ml
dimetylosulfotlenku (DMSO)). 15 ml podia rozlewano do piytek Petriego
I pozostawiano do zestalenia.

Posiane ptytki inkubowano w temperaturze 23 °C pizdni. Po tym czasie liczono
ilos¢ wyrostych kolonii, przy zalzeniu, ze jedna kolonia odpowiada jednej komorce
bakteryjnej. lld¢ promieniowcéw w 1 g wilgotnej gleby obliczano zeosu (Pepper
I Gerba, 2004):

A=a-b-10
gdzie:
a -srednia liczba kolonii wyrostych na ptytce
b - krotna¢ rozciexczenia

10 — przeliczenie na 1 ml zawiesiny

Ogolmg liczbe promieniowcow przedstawiono jako logarytm dzjgsy jednostek

tworzacych kolonie (j.t.k.) w przeliczeniu na 1 g suchegsy gleby.

Oznaczenie liczby grzybdéw mikroskopowych

W celu oznaczenia ogolnej liczby grzybow mikroskagoh 10 g gleby zawieszano
w 90 ml 0,85% jatowego roztworu NaCl, a ngmtie intensywnie wytrgsano przez
2-3 minuty. W ten sposob, po sedymentacjistek statych gleby, otrzymana zawiesina
stanowita rozcigczenie 10. Dla oznaczenia liczebéa grzybéw przygotowywano
szereg rozcigczen w soli fizjologicznej od 18 do 10°. Posiew6éw badanego materiatu
na podige state Malt Extract Agar (MEA) dokonywano metogptytek tartych”

(posiew powierzchniowy). Z kalego rozciéczenia (od 18 do 10% pobierano 0,1 ml
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zawiesiny i wprowadzano na piytki Petriego z padlm statym,
a nasgpnie przy uyciu gtaszczki rozprowadzono réwnomiernie zawiesita calej
powierzchni ptytki (Pepper i Gerba, 2004).

Przygotowanie podia: 33,6 g MEA (BIOCORP, Polska) rozpuszczono w 1000
wody destylowanej, a nagginie cald¢ autoklawowano w temperaturze 121 °C, przez
15 minut, pod dénieniem 1 atmosfery. Po schtodzeniu do temperatiigto 35 °C,
dodawano chloramfenikol w ¢geniu 100 mg/l (Sigma-Aldrich). Tak przygotowane
podiaze rozlewano do ptytek Petriego i pozostawiano diatenia.

Posiane podia inkubowano w temperaturze 23°C przez 7 dni. Po tgasie
liczono ilas¢ wyrostych kolonii, przy zatzeniu, ze jedna kolonia odpowiada jednej
komorce grzyba. ll& grzybéw mikroskopowych w 1 g wilgotnej gleby olaigmo ze
wzoru (Pepper i Gerba, 2004):

A=a-b-10
gdzie:
a -srednia liczba kolonii wyrostych na ptytce
b — krotnd¢ rozcierczenia

10 — przeliczenie na 1 ml zawiesiny

Liczbe grzybow mikroskopowych przedstawiano jako logargirresetny jednostek

tworzacych kolonie (j.t.k.) w przeliczeniu na 1 gram sejcmasy gleby.

Oznaczanie aktywrgi wybranych enzyméw glebowych

W glebie poddanej fitostabilizacji wspomaganej ogébie kontrolnej oznaczano
aktywna¢ nastpujacych enzymoéw glebowych: dehydrogenazy, fosfatazyaskej
I fosfatazy zasadowej oraz ureazy. Aktywh@nzymoOw oznaczano w dniu zaémia
uktadu badawczego, a ngstie w 3, 6, 9, 20, 28, 58 i 85 tygodniu trwania
eksperymentu.

Aktywng¢é dehydrogenazy

Aktywnos¢ dehydrogenazy w glebie oznaczano metdalorymetryczi (Alef
I Nannipieri, 1996), opagt na ilcciowej ocenie redukcji TTC (chlorku
2,3,5-trifenylotetrazoliowego), ktory stanowi sztag akceptor elektronéw w reakcjach
utleniania substratu organicznego przez mikroomyagi do TPF (formazanu

1,3,5-trifenylotetrazoliowego).
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W celu wykonania oznaczenia do trzech kolbek wpa®eao po 5 g wilgotnej
gleby przesianej przez sito soednicy 2 mm. Do dwoéch kolbek dodawano 5 ml 1%
roztworu TTC w 0,1 M Tris (pH 7,6), a do trzecieplki stanowscej kontrob
wprowadzano 5 ml 0,1 M roztworu Tris (hydroksymejgiminometanu, ktérego pH
ustalano szonym HCI do wartéci 7,6. Zawarté¢ kolbek mieszano i inkubowano
w temperaturze 37 °C przez 24 godz. Po tym czasieatte] kolbki dodawano 25 ml
acetonu i wytrgsano przez 2 godz. bez dgmi swiatla, celem ekstrakcji
wyprodukowanego TPF. Nagihie mieszaniny g&zono przez gzki bibutowe
W przyciemnionym pomieszczeniu i mierzono absorfzatrzymanych przeszow
przy wyciu spektrofotometru Genesys 20 firmy Thermo Speit przy diugéci fali
546 nm wobec acetonu jako pridigpe;.

Jednoczénie przygotowywano seriroztworow wzorcowych w celu spadzenia
krzywej wzorcowej, pozwalagej na odczytanie zawakm TPF w badanych prébkach.
Do 6 kolb miarowych o obfosci 50 ml odmierzano 0,5; 1,0; 1,5; 2,5; 3,51 50 m
roboczego roztworu wzorcowego TPF (0,1 mg/ml),\otranego poprzez rozciezenie
1 ml roztworu podstawowego TPF (10 mg/ml) w 100 anétonu. Nagpnie kada
kolbke uzupetniano do 50 ml acetonem, uzygkgezenia 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 i 1@
TPF/ml.

Aktywnos¢ enzymu w probie obliczano stoscjwzor (Brzeziska i Wiodarczyk,
2005):

Crpr (ng/g s.m. gleby/24 godz.) = (S - €Y - 100/m- % s.m.
gdzie:
S — stzenie TPF w badanej prébce odczytane z krzywej vaxoeg (ug/ml)
C — stzenie TPF w kontroli odczytane z krzywej wzorcowegj/(ml)
V —lgczna obgtos¢ dodanych roztworow (ml)
m — nawaka gleby (g)
100 - % s.m. — wspoitczynnik przeliczeniowy na gutiasg gleby

Aktywndci fosfatazy kwénej i zasadowej

Metoda pomiaru aktywrioi fosfatazy kwénej i fosfatazy zasadowej opierg sia
kolorymetrycznym oznaczeniup-nitrofenolu  p-NP) powstatego z fosforanu
p-nitrofenylu (PNP) (Tabatabai i Bremner, 1969).
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W pierwszym etapie wprowadzano do trzech kolbek lp@ wilgotnej gleby
przesianej przez sito dgrednicy 2 mm. W dalszym peglowaniu stosowano
zmodyfikowany bufor uniwersalny MUB o pH 6,5 dlanazzenia aktywniei fosfatazy
kwasnej i MUB o pH 11,0 dla fosfatazy zasadowej. Bufoniwersalny MUB
sporzdzano poprzez rozpuszczenie w 500 ml 1 M NaOH:
Tris(hydroksymetylo)aminometanu (12,1 g), kwasu emawego (11,6 g), kwasu
borowego (6,3 g) i monohydratu kwasu cytrynowegb@lg), a nagpnie uzupetnienie
wodg destylowan do 1000 ml. Zmodyfikowany bufor MUB o pH 6,5 dlasfatazy
kwasnej przygotowywano dodg 500 ml wody destylowanej do 200 ml buforu
uniwersalnego MUB, ustakg pH 0,1 M roztworem HCI i uzupetnigg do 1000 ml
wodg destylowan. Analogicznie przygotowywano zmodyfikowany bufariwersalny
MUB o pH 11,0 dla fosfatazy alkalicznej, ale pHdedguforu ustalano 0,1 M NaOH.
Do dwdch kolbek zawierggych nawaki gleby dodawano po 1 ml roztworu fosforanu
p-nitrofenylu (10 mg/ml) w zmodyfikowanym MUB o pH,% dla fosfatazy kwanej
i pH 11,0 dla fosfatazy zasadowej. Trzecia kolbieaswita kontro¢. Do kazdej kolbki
wprowadzano 4 ml modyfikowanego buforu uniwersatn®JB o pH 6,5 lub pH 11.
Zawarté¢ kolbek mieszano przez godzirw temperaturze 37 °C. Po zakaeniu
inkubacji do kolbki kontrolnej wprowadzano 1 ml tapru PNP (10 mg/ml)
w zmodyfikowanym buforze MUB o pH 6,5 lub pH 11. S¥gnie do kadej kolbki
dodawano 1 ml 0,5 M Cagl4 ml 0,5 M NaOH i 90 ml wody destylowanej. Zaveaét
kolbek mieszano i ggzono przez bibegt filtracyjna. Absorbang otrzymanych
przegczow mierzono przy ayciu spektrofotometru Genesys 20 firmy Thermo
Spectronic przy diugmi fali 400 nm wobec prébylepej, ktdg stanowita mieszanina
95 ml wody destylowanej, 1 ml 0,5 M CaCl ml 0,5 M NaOH.

W celu sporzdzenia krzywej wzorcowej do oznaczenigzehia p-nitrofenolu
w badanych probach przygotowywano sewnztworow wzorcowych. W tym celu do
kolby miarowej o olgtosci 100 ml odmierzano 2 ml roztworu wzorcowego
p-nitrofenolu o sgzeniu 10 mg/ml i uzupetniano wedlestylowan do kreski. Z tak
przygotowanego roztworu pobierano do 6 kolbek kmleQ; 1; 2; 3; 4 i 5 ml
I uzupetniano wogl destylowan do obgtosci 5 ml. Do kadej kolbki dodawano 1 ml
0,5 M CaC}, 4 ml 0,5 M NaOH i 90 ml wody destylowanej, miesaa sczono przez
bibute filtracyjna. Absorbangj otrzymanych przeszow mierzono

spektrofotometrycznie przy diugm fali 400 nm wobec pierwszego przesu,
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stanowgcego prob zerows. Aktywnos¢ enzymu w prébie obliczano na podstawie
nastpujacego wzoru (Alef i Nannipieri, 1996):

Co-ne (0/g s.m. gleby godz.) = (S - C) V - 100/m- % s.m.- t
gdzie:
S — stzeniep-nitrofenolu w badanej probce odczytane z krzywepmowej (1g/ml)
C — stzeniep-nitrofenolu w kontroli odczytane z krzywej wzorcemwug/ml)
V —faczna ob¢tos¢ dodanych roztworow (ml)
m — nawaka gleby (g)
100 - %s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na sachag gleby

t — czas inkubacji (godz.)

Aktywng¢ ureazy

Aktywnos¢ ureazy w probach gleb oznaczano stgsupeto@d Gianfreda i wsp.
(1994), opag na kolorymetrycznym oznaczeniu amoniaku powstatemmiczas
enzymatycznej hydrolizy mocznika.

W tym celu do kolbki miarowej o oftpsci 100 ml odwaano 10 g wilgotnej gleby,
przesianej przez sitowednicy 2 mm i dodawano 1,5 ml toluenu. Po uptytbeminut
wprowadzano 10 ml 10% roztworu mocznika (do komnti@® ml wody destylowanej)
i 20 ml buforu cytrynianowego o pH 6,7. Bufor proygwywano poprzez
rozpuszczenie 295 g KOH i 368 g kwasu cytrynowegbO®0 ml wody destylowane;j.
Odczyn buforu ustalano 1 N KOH do pH 6,7. Po usialepH dopetniano wad
destylowan do obgtosci 2000 ml. Zawart& kolbki mieszano i inkubowano 3 godz.
w temperaturze 37°C. Po tym czasie zawartmlbki uzupetniano do 100 ml wed
destylowan, doktadnie mieszano gszono przezgzek bibutowy csredniej szybkéci
saczenia. Naspnie przenoszono 1 ml otrzymanego pgzes do kolbki miarowej
0 obgtosci 50 ml, dodawano 9 ml wody destylowanej, 4 dwiezo przygotowanego
12,5% fenolanu sodu i 3 ml 1% roztworu wybielaczZ@EAfirmy Procter & Gamble.
Fenolan sodu spagdzano mieszag 20 ml roztworu A (w kolbie miarowej o aihpsci
100 ml rozpuszczano w maiej §lo etanolu 62,5 g fenolu, dodawano 2 ml metanolu,
18,5 ml acetonu i uzupetniano etanolem do 100 n#pP anl roztworu B (27 g NaOH
rozpuszczano w 100 ml wody destylowanej) i uzupetaiwod, destylowan do 100
ml. Po 20 minutach zawad® kolbki uzupetniano wogd destylowag do 50 ml

i ponownie mieszano. Absorbaacptrzymanych przeszow mierzono przy iyciu
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spektrofotometru Genesys 20 firmy Thermo Spectrgizy ditugdci fali 630 nm.
Proky zerows stanowita mieszanina przygotowywana w analogicappsob jak
W postpowaniu z przegzem, z 4 roznica, ze zamiast przegszu dodawano 1 ml wody
destylowanej.

Krzywa wzorcows wykonywano poprzez spadzenie serii  roztworow
wzorcowych, odmierza¢ do kolb miarowych o objosci 50 ml kolejno od 1 do 10 ml
0,36 mM roztworu wzorcowego (NSO, (1 ml zawierat 10Qug N-NH,) i postpujac
jak z przegczem glebowym.

Aktywnos¢ enzymu w prébie obliczano na podstawie ¢@aghicego wzoru
(Wyczotkowski i Dgbek-Szreniawska, 2005):

Cn-nha (ng/g s.m. gleby godz.) = (S-C) V - 100/m- % s.m.- t

gdzie:

S — stzenie N-NH,w badanej probce odczytane z krzywej wzorcowgjrl)
C — stzenie N-NH,w kontroli odczytane z krzywej wzorcowejd/ml)

V —lgczna obgtos¢ dodanych roztworow do przgszu (ml)

m — nawaka gleby (g)

100 - % s.m. — wspoiczynnik przeliczeniowy na gutiasg gleby

t — czas inkubacji (godz.)

Aktywng@¢ proteazy

W celu oznaczenia aktywsid proteaz, 1 g gleby przesianej przez sito 2 mm
umieszczono w probowce a ngstie wprowadzono 5 ml buforu Tris-HCI oraz 5 ml
roztworu kazeinianu sodu. Bufor Tris-HCI (50 mM, [@1l) przygotowano poprzez
rozpuszczenie 6,05 g Tris w 700 ml wody destylowaskorygowano pH do warfoi
8,1 za pomog HCI i uzupetniono do kicowej obgtosci 1000 ml wod destylowan.
Roztwor kazeinianu sodu przygotowano poprzez zawie 10 g substratu w goej
wodzie destylowanej (50 °C) i dopetniono watkstylowag do obgtosci 500 ml.

Po wymieszaniu probowkinkubowano w tani wodnej z wytragsaniem przez 2 godz.
w temperaturze 50 °C. Pod koniec inkubacji do pnddddvprowadzono 5 ml 15%
kwasu trichlorooctowego (TCA) i wymieszano. W prébkontrolnej pod koniec
inkubacji wprowadzono 5 ml roztworu kazeinianu sodezpgrednio przed dodaniem

TCA. Powstad zawiesi glebowy zworteksowano i odwirowano przez 10 min (10000
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— 12000 obr./min). Nagbnie do probowki odpipetowano 5 ml supernatantuggerano

z 7,5 ml odczynnik zasadowego i pozostawiono doulakji przez 15 min.
w temperaturze pokojowej. Nagphie wprowadzono 5 ml odczynnika Folina
i Ciocalteua, mieszangrprzefiltrowano przezagzki papierowe, a naginie po uptywie

1 godz. dokonano pomiaru absorbancji przyaiu spektrofotometru Genesys 20 firmy
Thermo Spectronic przy diuga fali 700 nm. Krzyws wzorcows skalibrowano
W nhastpujacy sposob: odpipetowano 0, 1, 2, 3, 4 i 5 ml roztwtyrozyny (500 pg/ml)
do szklanych probowek, dodano 5 ml 2% roztworu kazeu sodu i dopetniono do
10 ml buforem Tris-HCI. Nagpnie dodano 5 ml roztworu TCA i pepbwano
analogicznie jak dla préby badanej.

Aktywnos¢ enzymu obliczono z wzoru:

aktywnas¢ proteaz (pg tyrozyny/g s.m. gleby - 2 h) =(S-®)- 100/ m - % s.m. - t
gdzie:
S — stzenie tyrozyny w badanej prébce odczytane z krzymagjrcowej (1g/ml)
C — stzenie tyrozynyw kontroli odczytane z krzywej wzorcowejd/ml)
V —lgczna obgtos¢ dodanych roztworow do przgsu, 15 (ml)
m — nawaka gleby (g)
100 - %' s.m. — wspétczynnik przeliczeniowy na sachag gleby

t — czas inkubacji (h)

Oznaczanie Indeksu enzymatycznego (ESI) i biocheeto (M) jakasci gleby

Indeks enzymatyczny gleby (ESI) wyznaczono wg. daka (1999) i obliczono

na podstawie réwnania:
ESI = Deh+ P+ Ure

Natomiast indeks biochemicznej jakogleby (My) obliczono wg Wyszkowskiej

i Wyszkowskiego (2003) na podstawie réwnania:
M, =(Ure + Deh + Pal+ Pag« C

gdzie: Deh — aktywnad¢ dehydrogenazyP — aktywnad¢ proteazy,Ure — aktywndé
ureazy,Pal — aktywna¢ fosfatazy zasadoweRac — aktywnd¢ fosfatazy kwénej,
C — zawarté¢ wegla organicznego.
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4.8.3. Analizy toksykologiczne

Test Microtox-SP%

Do oceny toksyczrimi gleby, wykorzystano test bezpedniego kontaktu oceny

toksyczndci ostrej z wykorzystaniem bakterii luminescencyjnyVibrio fischeri
(Microtox-SPT®). Test wykonano przy #yciu analizatora Microtox M500,
zintegrowanego z inkubatorem zapewsjigjn state warunki testu (temperatura - 15°C)
oraz z komputerem zawieggym oprogramowanie Microtox Omni stejog
wykonaniem testu oraz urmdowiajagce generowanie raportow. Reakdpstows byto
obnizenie luminescencji zawiesiny bakterii. Bakterie ubkwano z prébk gleby
w polistyrenowych probowkach (kuwetach SPT) przearitnut w temperaturze 15°C.
Z uwagi na to,4 wszystkie prébki gleby obmja luminescengj zawiesiny bakterii, nie
wykonywano testu skriningowego, lecz podstawowyrozcienczeniami. Wynikiem
testu byly warté¢ EC50 czyli s¢zenie probki powodage obnkenie luminescencii
0 50%. Nasipnie wartdci EC50 przeliczano na jednostki toksycgriq TUS0).

4.8.4. Analizy statystyczne

Dane przedstawiane w pracy zostaly opracowane piygiu programu Statistica
10 (StatSoft, Inc. 2011) oraz MicrosdfExcell 2002, a wszystkie przedstawione na
wykresach i w tabelach dang 8ednimi z 3 powtorze + blagd standardowy (BS) (dla
eksperymentu wazonowego i lizymetrycznego), a diaperymentu poletkowego
srednimi z 5 powtoOrzie + blad standardowy (BS). Do oznaczenia korelacji painy
aktywnaicia enzymatyczg w glebie kontrolnej i stabilizowanej w flsiadczeniu

poletkowym zastosowano angliPCA (ang. Principal Component Analysis).
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5. WYNIKI BADAN

5.1.WEASCIWOSCI FIZYCZNE | CHEMICZNE GLEBY ORAZ DODATKOW
STABILIZUJACYCH

W Tabeli 2 przedstawiono parametry fizyczne i clezmeé gleby wykorzystanej

w doswiadczeniach.

Tabela 2. Whéciwosci fizyczne i chemiczne gleby wykorzystanej wsdtadczeniach

Parametr Wartosé

pH (1 : 2,5 gleba/KCl)

6,38 - 6,98 + 0,02

pH (1 : 2,5 gleba/woda)

6,62 - 6,88 + 0,16

Zawartag¢ materii organicznej (%)

4,76 - 6,52 + 0,73

Sktad granulometryczny (%)

Frakcja piaskowa (1 — 0,05 mm) 37,3
Frakcja pytowa (0,05 — 0,002 mm) 56,3
Frakcja itowa (< 0,002 mm) 6,8

Calkowita zawart& metali (ekstrakcja woda krélewsgk

Pb (mg/kg) 1291 - 7679 + 562
Cd (mg/kg) 85 -426,5 + 23

Zn (mg/kg) 4506 - 9879 + 417
As (mg/kg) 36 -80,52 + 2,74
Zawartag¢ metali biodosfpnych (ekstrakcja 0,01 M Cagl

Pb (mg/kg) 0,85 - 4,42 + 0,86
Cd (mg/kg) 12,35-79,31 £ 0,83
Zn (mg/kg) 278, 48 - 458,30 + 5,31
As (mg/kg) 0,05-0,147 £ 0,13

Zawartgci otowiu, kadmu, cynku i arsenu przekraczaly grane wartéci
okreslone rozporzdzeniem w sprawie standardow jékiogleby i standardéw jakoi
ziemi (Dz U. 2002, Nr 135, Poz. 1359). Stwierdzomwwniez wysokie s¢zenia
biodostpnych form cynku i kadmu, podczas gdyzehia biodosfpnych form otowiu
i arsenu byty niskie (Tabela 2). Gleba charaktemata s¢ obogtnym pH oraz wysok
zawartdcig materii organicznej. Na podstawie analizy granwdoytznej gleba zostata
zaklasyfikowana jako glina piaszczysta, ze wdgl na dominuyjcy udziat frakcji
pylowej i piaskowej oraz nieznaczny udziat najdrefszej frakcji itowej.

Sparod  dodatkbw  doglebowych  zastosowanych  w $swdadczeniach
w drobnoziarnistej frakcji odpadowej¢gla brunatnego okéno zawartéci metal

ciezkich, aby stwierdd, czy nie wniesie on dodatkowego tadunku zanieazaazdo
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podiaza. Charakterystyk wegla brunatnego przedstawiono w Tabeli 3. Pozostate
dodatki (superfosfat potrojny i wapno nawozowe)drge z informacjami producentow
spetniaty wymagane normy i posiadaty zgadinisterstwa Rolnictwa i Gospodarki

Zywnaosciowej na dopuszczenie do obrotu i stosowania wictlie.

Tabela 3. Charakterystyka drobnoziarnistej frakejgla brunatnego wykorzystanego
w doswiadczeniach (n=3, £ BS)

Parametr Warto§é

pH (1 : 2,5 WB/KCI) 5,47 +0, 03

pH (1 : 2,5 WB/woda) 5,93+0, 05
Catkowita zawart& metal

Pb (mg/kg) 0,03 +0,01

Cd (mg/kg) 0,00

Zn (mg/kg) 0,143 + 0,23

Stgzenia wszystkich badanych metali w eglu brunatnym byly niskie.
Wprowadzenie wgla brunatnego nie spowodowato zmiangzehia metali

W zanieczyszczonej glebie.

5.2. EKSPERYMENT WAZONOWY: ETAP |

Badania prowadzone w tym etapie miaty na celu wgzeaie minimalnej
skutecznej dawki wgla brunatnego unitiwiajacej stabilizac metali i wzrost rélin.
Wprowadzenie do gleby ¢gla brunatnego w ikei od 2,5% do 30% spowodowato
w wiekszaici przypadkdéw istotp statystycznie zmian odczynu gleby. Wraz ze
zwickszeniem iléci wprowadzanego dodatku, pH gleby otado st, a najwekszy
spadek zaobserwowano dla 20 i 30%, z wart6,57 do odpowiednio warloi 6,25
oraz 6,32. Zmiany odczynu gleby po wprowadzengglev brunatnego przedstawiono

na Rysunku 6.
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Rys. 6. Zmiany odczynu gleby po s$ziel tygodr]iach od wprowadzeniwcgla
brunatnego (WB). Wynikigsrednimi (n=3, £ BSBrednie, przy ktorych wyspuja
takie same litery, nie #ig Sic w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

Przeprowadzone badania wykazabynawet najmniejsza dawkacgla brunatnego
wprowadzona do gleby powoduje zmniejszenie biagmstci metali cezkich
w glebie.

W przypadku otowiu, dla Kkalej ilosci wprowadzonego wgla brunatnego, za
wyjatkiem 2,5%, zaobserwowano istotne statystycznieizeimne biodosipnadsci tego
metalu w stosunku do kontroli, podczas gdy istotnystatystycznie rnic nie
zaobserwowano przy wprowadzeniu od 5 do 308glavbrunatnego. Dla najbardziej
efektywnej ilgci wegla brunatnego zaobserwowano 3-krotne péme biodospnasci
Pb, z wartéci 4,42 mg/kg w glebie kontrolnej, do 1,69 mg/kg pvzypadku
wprowadzenia 10% ggla brunatnego i 1,42 mg/kg dla 30%gha brunatnego. Zmiany
biodostpnasci otowiu w glebie stabilizowanej ¢glem brunatnym przedstawiono na
Rysunku 7.
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Rys. 7. Zmiany biodogpnasci otowiu po széciu tygodniach od wprowadzenia:gla
brunatnego (WB). Wynikigsrednimi (n=3, £ BS)Srednie, przy ktérych wyspuja
takie same litery, nie piig Sic w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

W przypadku kadmu, dla kedej ilosci wprowadzonego wgla brunatnego
zaobserwowano istotne statystycznie abnie biodosipnaici tego metalu w stosunku
do kontroli. W glebie kontrolnej stwierdzono 87,3gfkg biodos¢pnego kadmu,
a wprowadzenie wgla brunatnego spowodowalo obemie biodosipndsici tego
pierwiastka do 7,7 mg/kg w przypadku dawki wsdp30%. Dla najbardziej efektywnej
ilosci  wegla brunatnego zaobserwowano ponad jedenastokrotimizenie
biodostpnasci Cd. Zmiany biodogpnasci kadmu w glebie stabilizowanej¢glem

brunatnym przedstawiono na Rysunku 8.
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Rys. 8. Zmiany biodogpnasci kadmu po szeiu tygodniach od wprowadzenia;gla
brunatnego (WB). Wynikigsrednimi (n=3, £ BS)Srednie, przy ktérych wyspuja
takie same litery, nie piig Si¢c w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

Podobnie, jak w przypadku kadmu, dlazéte] ilosci wprowadzonego wgla
brunatnego zaobserwowano istotne statystycznie zebi@ biodosipnaici cynku
w stosunku do kontroli, jak i powdzy poszczegolnymi wariantami. W glebie
kontrolnej stwierdzono 498 mg/kg cynku, a wprowatdgeposzczegoélnych dawek
wegla brunatnego spowodowato obemie zawartéci frakcji biodosgpne] & do
90 mg/kg dla wariantu, w ktérym wprowadzono 30%bsizatora. Dla najbardziej
efektywnej ilgci wegla brunatnego zaobserwowano ponadcipkrotne obnienie
biodostpnasci Zn. Zmiany biodospnasci cynku w glebie stabilizowanej gglem

brunatnym przedstawiono na Rysunku 9.

54



600

500

—-

H e

400

o

300

Zn (mg/kg)

200

100 f

O i i i i n i
Kentrola 2,5% WB 5% WB 10% WB 20% WB 30% WB

Rys. 9. Zmiany biodogpnadici cynku po sz&iu tygpdniach od wprowadzeniazgla
brunatnego (WB). Wynikigsrednimi (n=3, £ BS)Srednie, przy ktorych wyspuija
takie same litery, nie piia sic w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

W trakcie ddéwiadczenia prowadzono obserwacje wzrostu kostrzeaginowej
»Asterix” na glebie poddanej stabilizacjiggiem brunatnym. Obserwacje wzrostylir
wykazaty, ¥ wraz ze wzrostem dodatkuegla brunatnego w glebie wzrostslio byt
intensywniejszy, wysok@ trawy i stopi@ pokrycia powierzchni byty wksze ni
wariancie kontrolnym. Zaobserwowano tylko nieznacziady chlorozy. Natomiast,
w glebie bez dodatku ggla brunatnego lub z jego dodatkiem wsdo2,5% i 5%
obserwowano toksyczny wptyw metalezkich na raliny (stabe pokrycie powierzchni
wazonu, chloroza i obumieranieéhio). Istotnych rénic nie zaobserwowano przy
dawkach 10%, 20% i 30%¢qgla brunatnego. Rtiny rosmce na takim podia byty
zywozielone, chloroza wygbowata w niewielkim stopniu, a pokrycie powierzchni

wazonu sigato 90% (Rysunek 10).
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Rys. 10. Wzrost i morfologia kostrzewy trzcinowgjsterix” w zaleznosci od dawki
wprowadzonego wgla brunatnego

Poprawa warunku wzrostu gi;m miata bezpérednie przeteenie na produke;
biomasy kostrzewy w poszczegdllnych wariantacwitdczenia. Oznaczona o
suchej masy traw z wazonow z glekontrolrg réznita sk istotnie statystycznie od
zebranej z wazonow z wprowadzonyneglem brunatnym. Podczas gdy istotnych
statystycznie rnic nie obserwowano pogdzy wariantami z wprowadzonym
stabilizatorem w iléci od 10 do 30%. Najwyszz suchy masg kostrzewy oznaczono dla
wariantu z dawk 20% wegla brunatnego (1,5 g) i byta ona ponagcpkrotnie wyzsza,

w poréwnaniu z wariantem kontrolnym (0,3 g). Wplysdznych dawek wgla
brunatnego na przyrost biomask. arundinacea ,Asterix” przedstawiono na
Rysunku 11.
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Rys 11. Wplyw ranych dawek wgla brunatnego (WB) na przyrost biomasy

F. arundinaceaAsterix”. Wyniki sa srednimi (n=3, + BSBrednie, przy ktérych

wystepuja takie same litery, nie #ig Si¢ w istotny statystycznie sposob przy
p<0,05 (test NIR)
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Ograniczenie biodogbnasci metali cezkich w glebie poprzez zastosowaniegha
brunatnego spowodowato istotne statystycznie za@mée ich kumulacji w cgciach
nadziemnych kostrzewy trzcinowej ,Asterix”, za whiem wariantu z 2,5%
wprowadzonego stabilizatora. Wraz ze wzrostem zZiag@megla brunatnego w glebie
nasgpito ograniczenie mobilri@i metali do czsci nadziemnych. Znaczny spadek
zawartgci metali w tkankach &in obserwowano przy poréwnaniu wzrostu na glebie
bez dodatku wgla brunatnego z wariantami od 5% wprowadzonegbiltatora.
W przypadku wyszych ilgci wprowadzonego ggla brunatnego obagenie kumulacji
metali cezkich w cz$ciach nadziemnych nie byto istotne statystycznie.

Dla ofowiu zaobserwowano istotnie statystycznie igdme kumulacji
w czesciach nadziemnych dla wszystkich wariantow zagtkyem 2,5%, w poréwnaniu
z wariantem kontrolnym. Pogdzy wariantami dodatku od 5 do 30%gla brunatnego
nie stwierdzono rinic istotnych statystycznie. Wprowadzeniegia brunatnego do
gleby spowodowato obiaenie kumulacji otowiu w agciach nadziemnych kostrzewy
do okoto 50 mg/kg w wariantach od 5 do 30%gla brunatnego. Poréwryg
z wariantem kontrolnym, gdzie kumulacja otowiu wes&ach nadziemnych wyniosta
192 mg/kg, stwierdzono niemal czterokrotne abnie jego zawartmi. Wplyw
roznych dawek wgla brunatnego na kumulgcjotowiu w cz$ciach nadziemnych

F. arundinacea,Asterix” przedstawiono na Rysunek 12.
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Rys. 12. Wptyw ranych dawek wgla brunatnego (WB) na kumulaaptowiu
w czesciach nadziemnychk. arundinaceg,Asterix”. Wyniki sa srednimi (n=3, £ BS).
Srednie, przy ktérych wyspuja takie same litery, nie #hia Sie w istotny statystycznie
Sposob przy p<0,05 (test NIR)
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Podobnie jak w przypadku otowiu, istotne statystyezbnzenie kumulacji kadmu
w poréwnaniu z wariantem kontrolnym zaobserwowanacaséciach nadziemnych
F. arundinacea,Asterix” rosmcej na glebie z wprowadzonymeglem brunatnym
w ilosci od 5 do 30%. Porailzy wariantami od 10 do 30%¢gla brunatnego nie
zaobserwowano #hic istotnych statystycznie. Wprowadzeniegla brunatnego do
gleby zanieczyszczonej w najlepszych wariantachwsgdowato ponad sZeiokrotne
obnizenie kumulacji kadmu w e%ciach nadziemnych traw (60 mg/kg), porowgaugio
wariantu kontrolnego (405 mg/kg). Wptyw aych dawek wgla brunatnego na
kumulacg kadmu w czsciach nadziemnyclr. arundinacea’Asterix” przedstawiono

na Rysunku 13.
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Rys. 13. Wplyw ranych dawek wgla brunatnego (WB) na kumuladfadmu
w czesciach nadziemnychk. arundinaceg,Asterix”. Wyniki sa srednimi (n=3, £ BS).
Srednie, przy ktérych wyspuja takie same litery, nie #ia Sie w istotny statystycznie
sposOb przy p<0,05 (test NIR)

Wprowadzenie do glebyagla brunatnego w istotny sposéb ograniczyto pobiera
i kumulacg cynku w czsciach nadziemnyck. arundinacea,Asterix”. W poréwnaniu
z wariantem kontrolnym (2800 mg/kg) uzyskano nietrgtkrotne obnienie kumulacji
tego metalu (950 mg/kg), przy czym dla dodatku @ddb 30% wgla brunatnego
zmiany te nie byly istotne statystycznie. Wptywzmgch dawek wgla brunatnego na
kumulacg cynku w czsciach nadziemnyck.arundinaced'Asterix” przedstawiono na

Rysunku 14.
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Rys. 14. Wplyw ranych dawek wgla brunatnego (WB) na kumulaagynku
w czesciach nadziemnychk. arundinaceaAsterix”. Wyniki sa srednimi (n=3, £ BS).
Srednie, przy ktérych wyspuja takie same litery, nie #hia Sie w istotny statystycznie
SposoOb przy p<0,05 (test NIR)

Wprowadzenie wgla brunatnego do gleby silnie zanieczyszczonejalaeti
ciezkimi w znacznym stopniu ograniczyto ich biodgstcs¢. Istotne statystycznie
zmiany w biodosfpnasci metali zaobserwowano przy wprowadzaniwdey ilosci
wegla brunatnego za wytkiem otowiu, gdzie 2,5% dodatek tego stabilizatora byt
istotny statystycznie poréwmg z wariantem kontrolnym. W wkszaci przypadkow,
przy wprowadzeniu dawek 10, 20 i 30% zmiany bioglmstsci Cd, Pb, Zn nie byty
istotne statystycznie poruzy poszczegllnymi wariantami. Oprécz zmniejszenia
biodostpnasci metali cezkich wprowadzenie dodatku ¢gla brunatnego w wytay
SposOb poprawito wzrost §iin na zanieczyszczonej glebie. floy wykazywaty lepsze
kietkowanie, pokrywa rdinna byta bardziej zwarta, a wraz ze gkgzeniem zawartei
wegla brunatnego, wprowadzanego do gleby, morfologidlin poprawita sg.
Najwicksze ranice w morfologii rdélin zaobserwowano przy szych ilgciach
wprowadzonego wgla brunatnego, natomiastzroce pom¢dzy dawkami 10, 20 i 30%
wegla brunatnego nie byty da. Obnienie biodosfpnasci metali cezkich w glebie
W sposOb bezpoedni przetaytlo sie na zmniejszenie kumulacji metali¢gkich
w czesciach nadziemnych trawy.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji i bada analitycznych

stwierdzono, & optymalne rezultaty uzyskano dla dawki wgla brunatnego - 10%.
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Przy wyzszych ilgciach (20 i 30%) wprowadzanegoegla, réznice w zmniejszeniu
biodostpnasci metali w glebie oraz wzécie raslin i kumulacji metali w cgsciach
roslinnych nie bylty istotne statystycznie.

Na podstawie wynikbw uzyskanych w | etapie swiadczéd wazonowych
(wyznaczenie minimalnej skutecznej dawkiegha brunatnego unitiwiajacej
stabilizacg metali i wzrost rélin, oraz oceny wzrostu i kumulacji otowiu, kadmu
I cynku w czsciach nadziemnych. arundinacea,Asterix”), do dalszych bada

wybrano dawk z 10% wegla brunatnego jako najbardziej optymaln

5.3. EKSPERYMENT WAZONOWY: ETAP II

Celem tego etapu batldyt wybor drugiego stabilizatora, ktory wraz z 1®%kcja
drobnoziarnist wegla brunatnego dodatkowo obyiby biodostpnas¢ otowiu, kadmu
I cynku w glebie oraz kumulagfiych metali w tkankach trawy.

Wprowadzenie do glebyggla brunatnego (WBxtznie z superfosfatem potréjnym
(SF) lub wapnem nawozowym (WN) miato istotny statgznie wptyw na odczyn
stabilizowanej gleby. Wprowadzenie superfosfaturgoego obniylo pH gleby
z wartaci 7,0 do 5,5 oraz 6,2 odpowiednio dla 5% i 2,5%awadzonego superfosfatu
tagcznie z dawk 10% wegla brunatnego. Z kolei wprowadzenie do gleby wapna
nawozowego jako zwrku alkalicznego, spowodowato wzrost odczynu glatry
wartasci 7,9 oraz 7,4 odpowiednio dla 5% i 2,5% wapna omwego wprowadzonego
tacznie z § samy dawky wegla brunatnego. Odczyn gleby stabilizowanejglem
brunatnym z dodatkiem wapna nawozowegosoiiesic w granicach przygych dla gleb
zasadowych (pH 7 do 9).

Zmiany odczynu gleby po wprowadzeniu dodatkowyclabiizatorow wraz

z weglem brunatnym przedstawiono na Rysunku 15.
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Rys. 15. Zmiany odczynu gleby po $zie tygodniach od wprowadzeniwgla
brunatnego (WB) wraz z superfosfatem potréjnym (8B)Wwapnem nawozowym
(WN). Wyniki sa srednimi (n=3, +BS)Srednie, przy ktérych wyspuja takie same
litery, nie r&nia sie w istotny statystycznie sposéb przy p<0,05 (td&)N

Wprowadzenie do gleby superfosfatu potrojnego ludpna nawozowego wraz
z weglem brunatnym w istotny statystycznie sposob ppai biodostpnas¢ otowiu
w poréwnaniu z gleb kontrolrg. Wprowadzenie dodatkowego stabilizatora w postaci
superfosfatu potrojnego spowodowato istotne statysiie obnienie biodosfpnaici
otowiu w porownaniu zaréwno z wariantem kontrolnyjak i z wariantem z dawgk
10% wegla brunatnego. Biodaginas¢ otowiu po wprowadzeniu ggla brunatnego
tacznie z superfosfatem potréjnym zostata abna do 1,3 mg/kg i byta s@@okrotnie
nizsza w poréwnaniu z wariantem kontrolnym (8,1 mg/Kgjotnych statystycznie
zmian nie zaobserwowano, poréwawljwprowadzenie dodatkowego stabilizatora
w postaci wapna nawozowego z dodatkieme¢gh brunatnego. Zmiany

w biodostpnasci otowiu przedstawiono na Rysunku 16.
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Rys. 16. Wptyw dodatkow stabilizgych na zmiag biodostpnasci ofowiu w glebie.
Wyniki sg srednimi (n=3, £BS)Srednie, przy ktorych wysgpuja takie same litery, nie
réznia si¢ w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

Wprowadzenie do gleby agla brunatnegoatznie z superfosfatem potrojnym lub
wapnem nawozowym miato istotny statystycznie wplyav obnzenie biodosipncici
kadmu w stabilizowanej glebie. Nagkisze, dziewjciokrotne obnienie biodostpnasci
tego metalu zaobserwowano dla dodatku ¢gl& brunatnego atznie
Z wapnem nawozowym w poréwnaniu z wariantem kongmol oraz ponad dwukrotne
w poréwnaniu z dodatkiem tylko 10% egla brunatnego. Biodaginas¢ kadmu
w glebie stabilizowanej gglem brunatnym wraz z wapnem nawozowym wyniosta
9 mg/kg, podczas gdy biodephas¢ w glebie kontrolnej wyniosta 82 mg/kg, a w glebie
stabilizowanej tylko wglem brunatnym 22,5 mg/kg. Uzyskane wyniki sugeruj
najwickszy skuteczn& kombinacji wegla brunatnego z wapnem nawozowym, jako
dodatku stabilizyjcego kadm w zanieczyszczonej glebie. Zmiany biepostci

kadmu przedstawiono na Rysunku 17.
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Rys. 17. Wplyw dodatkéw stabilizgych na zmiag biodostpnasci kadmu w glebie.
Wyniki sa srednimi (n=3, +BSXrednie, przy ktérych wyspuija takie same litery, nie
roznig sie w istotny statystycznie sposéb przy p<0,05 (td&®)N

Zmiany w biodosipncici cynku w glebie stabilizowanej byly istotne sttiycznie
dla wszystkich wariantow w poréwnaniu z glelxontrolrg. Najwicksze, istotne
statystycznie, obwnenie biodospnacsci zaobserwowano dlaadznego wprowadzenia
wegla brunatnego wraz z wapnem nawozowymgczne wprowadzenie ogla
brunatnego z superfosfatem potréjnym spowodowatotnie statystycznie zmiany
w poréwnaniu z wariantem kontrolnym, natomiast wépamaniu z dodatkiem samego
wegla brunatnego ob#enie biodosfpnasci cynku nie bylo statystycznie istotne.
Wprowadzenie wgla brunatnego wraz z wapnem nawozowym yai ponad
czterokrotne biodogpnasci Zn w poroéwnaniu z wariantem kontrolnym i niemal
dwukrotne w pordéwnaniu z dodatkiem tylko ¢gla brunatnego. Zawasod
biodostpnego cynku w glebie kontrolnej wyniosta 507 mg/kpdczas gdyatzne
wprowadzenie wgla brunatnego i wapna nawozowego ailu biodostpnads¢ tego
pierwiastka do 129 mg/kg.

Uzyskane wyniki, podobnie jak w przypadku kadmu,kazp najwicksz
skuteczné¢ kombinacji wegla brunatnego z wapnem nawozowym jako dodatku
stabilizupcego cynk w zanieczyszczonej glebie. Zmiany biagwskci cynku po

wprowadzeniu dodatkow stabilizglych przedstawiono na Rysunku 18.
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Rys. 18. Wpltyw dodatkéw stabilizagych na zmiag biodostpnasci cynku w glebie.
Wyniki sa srednimi (n=3, +BSKrednie, przy ktérych wyspuja takie same litery, nie
réznia si¢ w istotny statystycznie sposob przy p<0,05 (td&)N

Biorgc pod uwag czynniki takie jak zmiana odczynu stabilizowanéghy oraz
obnizenie biodosipnasci otowiu, kadmu i cynku, najlepszy efekt stabitgauzyskano
w przypadku zastosowania 10% egla brunatnego wprowadzanegmcznie
z 2,5% dodatkiem wapna nawozowego. Przy wyborze tegriantu uwzgidniona
zostala take ilos¢ oraz przewidywany koszt wprowadzenia stabilizatodd gleby.

W trakcie déwiadczenia prowadzone byly obserwacje wzroBtuarundinacea
LAsterix” na glebie poddanej uprzednio stabilizagj¢glem brunatnym gcznie
z superfosfatem potrojnym lub wapnem nawozowym.eBhacje wykazaly,z wraz
z wprowadzeniem dodatkuegla brunatnego do gleby warunki wzrostiéliro ulegty
poprawie. Toksyczny wptyw metali @gkich na rd@liny (stabe pokrycie powierzchni
wazonu, chloroza i obumieraniestio) zaobserwowano na glebie kontrolnej, natomiast
znacacych r@nic nie zaobserwowano pogdizy wariantami z wglem brunatnym oraz
weglem brunatnym wprowadzonymcznie z superfosfatem potréjnym lub wapnem
nawozowym. Ré&liny rosmce na takim podias byly zywozielone, chloroza
wystepowata w niewielkim stopniu, a pokrycie powierzchmazonu sjgato 100%
(Rysunek 19).
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Rys. 19. Wzrost i morfologia kostrzewy trzcinow@jsterix” w zaleznosci od ilosci
wprowadzonych stabilizatoréw

Istotne statystycznie zmiany w przyeee masy F. arundinacea ,Asterix”
zaobserwowano porOwrygy wariant kontrolny z wariantami z dodatkiem
stabilizatoréw, ponadto w wariantach, w ktérygbznie wprowadzano ggiel brunatny
z superfosfatem potrojnym lub wapnem nawozowym gankowano niewielkie, lecz
istotne statystycznie obt@nie ilaéci masy zebranych egci nadziemnych traw
w poréwnaniu z wariantem z samym dodatkieggha brunatnego. Zebrana sucha masa
z wazondéw kontrolnych wyniosta 0,25 g, podczas gdwariancie z dodatkiem tylko
wegla brunatnego 1,2 g, a w wariantachgezzhym wprowadzeniem ggla brunatnego
I superfosfatu potrojnego lub wapna nawozowego @ddb 1,1 g i byla czterokrotnie
wyzsza. Wplyw ranych dawek stabilizatoréw na przyrost biomdsyarundinacea
LAsterix” przedstawiono na Rysunku 20.
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Rys. 20. Wplyw ranych dawek stabiliza}toréw na przyrost biomé&syrundinacea
LAsterix”. Wyniki sg srednimi (n=3, £ BSprednie, przy ktérych wyspuja takie same
litery, nie r&nig si¢ w istotny statystycznie sposéb przy p<0,05 (td&)N

Obnizenie biodosfpnasci badanych metali eikich w glebie przyczynito si do
intensywniejszego wzrostudlon na glebie stabilizowanej, a jednoéae wplyreto na
obnizenie ich kumulacji w nadziemnychgziach rglin.

Dla otowiu zaobserwowano istotne statystycznie zdme kumulacji w cgciach
nadziemnych w poréwnaniu z wariantem kontrolnymomaast istotnych statystycznie
roznic nie zaobserwowano, porowgajwprowadzaneatznie z wglem brunatnym
superfosfat potréjny oraz wapno nawozowe wdl®,5%. Dodatek wgla brunatnego,
wegla brunatnego z superfosfatem potrojnym lub wapnemwvozowym w ildci
2,5% spowodowat ponad seekrotne zmniejszenie kumulacji otowiu w ¢dziach
nadziemnych traw, do okoto 60 mg/kgadzne wprowadzenie ggla brunatnego
z wapnem nawozowym w Hoi 5% spowodowato istotny statystycznie wzrost
kumulacji otowiu w czsciach nadziemnych kostrzewy trzcinowej, w porownani
z wariantem, w ktorym do gleby wprowadzono tylkegiel brunatny. Wptyw rénych
dawek stabilizatorow na kumulacptowiu w czsciach nadziemnyclr. arundinacea

LAsterix” przedstawiono na Rysunku 21.
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Rys. 21. Wplyw ranych dawek stabilizatorow na kumulagtowiu w cz:sciach
nadziemnychr. arundinacea,Asterix”. Wyniki sg srednimi (n=3, £ BSprednie, przy
ktorych wystpuja takie same litery, nie #ia sie w istotny statystycznie sposob przy

p<0,05 (test NIR)

Dla wszystkich wariantow eksperymentu zaobserwowistotne statystycznie
zmiany w kumulacji kadmu w egciach nadziemnych, w poréwnaniu z wariantem
kontrolnym W porownaniu z wariantem z dodatkiem 1@&gla brunatnego istotne
statystycznie rénice zaobserwowano dlacznego wprowadzenia ggla brunatnego
i wapna nawozowego, zdic tych nie obserwowano dlacznego wprowadzeniaggla
brunatnego i superfosfatu potréjnego. QGenie kumulacji kadmu w wariancie
z dodatkiem wgla brunatnego | wapna nawozowego byto 33-krotne
(13 mg/kg), poréwnuc z wariantem kontrolnym (428 mg/kg) i okoto
7-krotne, w poréwnaniu z dodatkiem tylko 10%gla brunatnego (92 mg/kg). Wptyw
roznych dawek stabilizatoréw na kumulacjkadmu w czsciach nadziemnych

F. arundinacea,Asterix” przedstawiono na Rysunku 22.
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Rys. 22. Wplyw dodatkéw stabilizagych na kumulaejkadmu w cgsciach
nadziemnychr. arundinaceaAsterix”. Wyniki s srednimi (n=3, +BS)Srednie, przy
ktorych wystpuja takie same litery, nie ghig sie w istotny statystycznie sposéb przy

p<0,05 (test NIR)

Podobnie, jak w przypadku kadmu, atemie kumulacji cynku w c#ciach
nadziemnych bylo istotne statystycznie w poréwnaamiuwariantem kontrolnym.
Natomiast poréwnag z wariantem z dodatkiem 10%egla brunatnego istotne
statystycznie rénice zaobserwowano dlacznego wprowadzenia ggla brunatnego
i wapna nawozowego, a mdic tych nie obserwowano dlacknego wprowadzenia
wegla brunatnego i superfosfatu potrojnego. Po wpdasaiu do gleby acznie
10% wegla brunatnego i wapna nawozowego zaobserwowanazesba kumulacji
cynku z poziomu 4500 mg/kg w wariancie kontrolnymm €92 mg/kg w wariancie
doswiadczalnym. Wplyw dodatkow stabilizgych na kumulagj cynku

w czesciach nadziemnych kostrzewy trzcinowej przedstawioa Rysunku 23.
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Rys. 23. Wplyw dodatkéw stabilizgych na kumulagjcynku w czsciach
nadziemnyclF. arundinacea,Asterix”. Wyniki sa srednimi (n=3, +BS)Srednie, przy
ktorych wystpuja takie same litery, nie #ig sie w istotny statystycznie sposob przy

p<0,05 (test NIR)

Bioragc pod uwag kumulacg otowiu, kadmu i cynku w e#ciach nadziemnych
kostrzewy trzcinowejdo dalszych bada jako najbardziej efektywna kombinacje
dodatkow stabilizujacych, wybrano kombinacg: 10% wegla brunatnego

i 2,5% wapna nawozowego.

5.4. EKSPERYMENT LIZYMETRYCZNY

Celem déwiadczenia lizymetrycznego bylo oklenie, w jaki sposob
wyselekcjonowana w trakcie fleiadczéh wazonowych kombinacja 10% e¢gla
brunatnego i 2,5% wapna nawozowego ogranicza wymigmatowiu, kadmu i cynku
do powstajcych odciekdéw glebowych, a co za tym idzie, zmuai@jsigrac; metali
ciezkich do wod podziemnych. W odciekach, zaréwno zbygl&kontrolnej (bez
dodatkéw stabilizujcych), jak i z gleby zawieragej wegiel brunatny i wapno
nawozowe, oznaczono odczyn oragzzehie metali gizkich. Wprowadzenie dodatkow
doglebowych miato znaczny wplyw na zmgamwdczynu powstggych odciekow.
Wprowadzenie wgla brunatnego wraz z wapnem nawozowym skutkowaostem
odczynu gleby o 1,1 jednostki, z wanto7,3 do 8,4. W trakcie kolejnych poboréw nie
stwierdzono istotnych wahaw odczynie pobieranych odciekéw, a niewielki spade
odczynu w wariancie eksperymentalnygmiadczy o stopniowym wymywaniu wapna

z gleby. Wynik ten mze sugerowa konieczné¢ korygowania pH w kolejnych latach
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stabilizacji gleby wglem brunatnym, poprzez odpowiednie dawkowanie \@apn
nawozowego. Zmiany odczynu odciekow w kolejnych qrabh przedstawiono na
Rysunku 24.
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Rys. 24. Zmiana odczynu odciekOw pobranych w teakéisperymentu
lizymetrycznego (n=3, £ BS)

Wprowadzenie do gleby dodatkwgla brunatnegogtznie z wapnem nawozowym
nie wplyreto w istotny statystycznie sposdéb na zaw&rtdPb w odciekach,
w poréwnaniu z wariantem kontrolnym, ponadto w ¢iakkolejnych poboréw nie
zaobserwowano istotnych zmian w zawseioPb w odciekach. Zwrane bylo to
przede wszystkim z nigkzawart@cia tego pierwiastka w powstggych odciekach, na
co wptyw miato niskie stenie formy biodospnej otowiu w glebie. Zmiany &tenia
Pb w powstajcych odciekach po wprowadzeniu dodatkow stabdizygh oraz

w kolejnych poborach przedstawiono na Rysunku 25.
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Rys. 25. Zmiany zawaroi otowiu w powstajcych odciekach w trakcie eksperymentu
lizymetrycznego (n=3, £ BS)
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W przypadku kadmu zaobserwowano znaczne zeinie zawartéci tego metalu,
zaréwno w odciekach pobranych w kolejnych poboraak,i w odciekach z gleby
stabilizowanej w poroéwnaniu do odciekow z gleby tkoimej. W przypadku wariantu
kontrolnego, zaobserwowano obemie zawartéci kadmu w odciekach z kolejnych
poboréw, ktére wyniosto z 2,2 mg/l w poborze piezws do 0,7 mg/l w odciekach
z poboru czwartego. Dla gleby stabilizowane], ptiaawa zawarté¢ kadmu
w odciekach wynosita 0,34 mg/l i byla ponad szekrotnie nisza w porownaniu
z wariantem kontrolnym. W trakcie kolejnych poboréastpowato dalsze obpénie
zawartdci kadmu w odciekach, agjapc stzenie 0,05 mg/l w poborze czwartym.
Zmiana zawarteci kadmu w powstapych odciekach po wprowadzeniu dodatkow

stabilizupcych oraz w kolejnych poborach przedstawiono nauRkys 26.
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Rys. 26. Zmiany zawarfoi kadmu w powstagych odciekach w trakcie eksperymentu
lizymetrycznego (n=3, £ BS)

W przypadku cynku zaobserwowano znaczne zdme zawartéci tego metalu
w odciekach, porowngg kontrok z wariantem z dodatkami stabilizaymi. W trakcie
kolejnych poboréw obserwowano obenie zawartéci Zn zarbwno w glebie
kontrolnej, jak i stabilizowanej gglem brunatnym wraz z wapnem nawozowym.
Wprowadzenie stabilizatorow do gleby spowodowatmizdnie zawartéci cynku
w odciekach, odpowiednio trzynastokrotne w poboperwszym do 28-krotnego
w poborze czwartym. W trakcie sezonu wegetacyjnegyskano obrienie zawartéci
cynku w odciekach z 95,86 mg/l w odciekach z liz¢ndvwe wariantu kontrolnego
w poborze pierwszym do 1,94 mg/l w odciekach zrlieyrow z gleh stabilizowag
w poborze czwartym. Zmiany ¢genia cynku w powstagych odciekach po
wprowadzeniu dodatkéw stabilizgych oraz w kolejnych poborach przedstawiono na
Rysunku 27.
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Rys. 27. Zmiany zawarfoi cynku w powstajcych odciekach w trakcie eksperymentu
lizymetrycznego (n=3, £ BS)

Wprowadzenie do gleby silnie zanieczyszczonej ragtatizkimi 10% dodatku wgla
brunatnego i 2,5% wapna nawozowego w znacznym stagnizyto stzenie kadmu,
cynku i otowiu w powstajcych odciekach. W poréwnaniu z giekontrolrg uzyskano
odpowiednio: 6-krotne obienie sgzenia kadmu oraz 28-krotne obenie sgzenia
cynku w odciekach z gleby stabilizowanej. Natomiasmiany s§zenia otowiu

w powstajcych odciekach z gleby kontrolnej i stabilizowamég byty statystycznie
istotne.

5.5 EKSPERYMENT POLETKOWY

5.5.1. Zmiany odczynu gleby oraz biodgsticsci metali cezkich i arsenu
w glebie po wprowadzeniu dodatkow stabilgayjch

Zmiany odczynu gleby oraz biodephasci otowiu, kadmu, cynku i arsenu w glebie
monitorowano w trakcie kolejnych poboréw prébeldrktmiaty miejsce w 1, 6, 12, 20,
28, 52, 60, oraz 85 tygodniu od momemgozhego wprowadzeniaggla brunatnego
i wapna nawozowego.

Wprowadzenie do gleby egla brunatnego wraz z wapnem nawozowym
spowodowato wzrost odczynu gleby stabilizowanepdotosci pH=6,95 w pierwszym
tygodniu eksperymentu. W trakcie kolejnych pobonindbek glebowych stwierdzono
wzrost odczynu gleby,zado wartdci pH=7,6 w 28 tygodniu trwania eksperymentu,
ktory zwigzany byt ze stopniowym rozpuszczanieme Sivapna nawozowego
wprowadzonego do gleby. Pogdzy 28 a 52 tygodniem eksperymentu siéd
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nieznaczne obwnenie odczynu gleby stabilizowanej do wadiopH=7,2. W ostatnich
poborach probek glebowych wastoodczynu gleby wyniosta pH=7,3. W poréwnaniu
z wariantem kontrolnym, w trakcie trwania catlegepmrymentu poletkowego w glebie
stabilizowanej obserwowano wszy jej odczyn, o okoto 0,5 jednostki. Zmiany oduzy

gleby w eksperymencie poletkowym dla obu gleb pstaiono na Rysunku 28.
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Rys. 28. Zmiany odczynu gleby w trakcie eksperymgmaietkowego (n=5, = BS)

Wprowadzenie do gleby zanieczyszczonej dodatkOvbiletajacych w postaci
wegla brunatnego i wapna nawozowego spowodowato zmian biodostpnaici
otowiu, kadmu, cynku. Natomiast, nie zaobserwowamean w biodosipnasci arsenu
w glebie stabilizowanej. &tenie biodosfpne frakcji arsenu w glebie zanieczyszczonej
byto niskie, rzdu 0,05-0,08 mg/kg.

W trakcie trwania eksperymentu poletkowego obseraraw znaczne wahania
w biodosgpncdici otowiu w glebie stabilizowanej. Biodgpnas¢ otowiu na pocatku
eksperymentu wynosit 0,8 mg/kg, a po s&e tygodniach od wprowadzenia dodatkéw
stabilizupcych nasipito jej obnizenie do 0,07 mg/kg, a w trakcie kolejnych poborow
probek gleby (12, 20 i 28 tydZig obserwowano jej wzrost do wasto
0,4 mg/kg. W kolejnych poborach obserwowano dalszyost biodosfpnasci tego
pierwiastka do 0,9 mg/kg. W ostatnim poborze glesiyvierdzono obrienie
biodostpnasci otowiu do 0,2 mg/kg.

Wprowadzenie wgla brunatnego i wapna nawozowego do gleby spowaliow
znaczne obrenie biodosipnaici kadmu w glebie. Jupo széciu tygodniach trwania
eksperymentu stenie frakcji biodosfpnej kadmu zostato obtune prawie trzykrotnie,
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z wartaci 12 mg/kg w pierwszym tygodniu eksperymentu dorteégi 5 mg/kg.
W trakcie kolejnych analiz prébek gleby, pobranycticdzy 6 a 60 tygodniem
eksperymentu, biodaginas¢ kadmu obserwowana byta na podobnym poziomie.
Dalszy spadek biodogincici tego pierwiastka stwierdzono w 85 tygodniu
eksperymentu poletkowego, do wddb 3,5 mg/kg. Stopniowe ohienie s¢zenia
biodostpnej frakcji swiadczy o skuteczrdgi wyselekcjonowanych dodatkéw
doglebowych.

W przypadku cynku réwniezaobserwowano znaczny spadek biogimstsci tego
pierwiastka, pocavszy od szostego tygodnia od wprowadzenia stabilivav do gleby
zanieczyszczonej. Biode@gnas¢ cynku zostata obmona ponad trzykrotnie, z 288
mg/kg w pierwszym tygodniu eksperymentu do 88 mgiktygodniu sz&dziesatym,

a w ostatnim tygodniu monitorowania badsezenie biodosipnej frakcji cynku spadto
do 58 mg/kg.

Zmiany stzenia form biodospnych analizowanych pierwiastkbw w czasie

przedstawiono na Rysunku 29.
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Rys. 29. Zmiany biodogbnasci otowiu, kadmu, cynku i arsenu w trakcie trwania
eksperymentu poletkowego (n=5, £ BS)
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5.5.2. Wzrost rdin i kumulacja metali eizkich w czs$ciach nadziemnych

I korzeniach kostrzewy trzcinowej

W procesie wspomaganej fitostabilizacji istotnyratjeoprocz uzyskania obmnia
biodostpndsci pierwiastkdw toksycznych, wytworzenie na powamzi stabilizowanej
gleby odpowiednio ¢ptej i zwartej pokrywy rédinnej, ktéra to z jednej strony
zapobiega pyleniu wtérnemu gleby, a z drugiej, peprsystem korzeniowy, ogranicza
migracg zanieczyszczedo wod podziemnych. Wzrost kostrzewy na poletkgiety
kontrolmg byt ograniczony, pokrycie powierzchni przezlmoy wynosito okoto 30%.
Na poletku z glep stabilizowang weglem brunatnym i wapnem nawozowym
zaobserwowano bardzo bujny wzrost wysianej travpkrigie powierzchni wynosito

100%, kostrzewa trzcinowa tworzytasy i zwarty pokrywe (Rysunek 30).

Rys. 30. Wzrost kostrzewy trzcinowej na poletkutkoimym oraz z wprowadzonym
dodatkiem wgla brunatnego i wapna nawozowego

Konsekwengj stopnia pokrycia poletek przezsliay i intensywndci ich wzrostu
byto uzyskanie diej ilosci suchej masy traw. dczna produkcja biomasy na poletku
z glely stabilizowan w trakcie catego eksperymentu poletkowego byt@rckrotnie
wiecksza nk na glebie kontrolnej (Tabela 4). Nagksze rénice zaobserwowano
w pierwszym pokosie, gdzie zebrana biomasa z paletlglely stabilizowan byta

ponad émiokrotnie wysza w porownaniu z poletkiem kontrolnym.
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Tabela 4. Produkcja biomasy na poletkach badawczychdwédch sezonach
wegetacyjnychd s.m.)

£ acznie w dwoch
Wariant Pokos | | Pokos Il Pokos Il Pokos IV sezonach
doswiadczenia wegetacyjnych
Kontrola (GK) 59,43 270,8 83,5 186,42 600,15
Gleba 503,63 | 1117,18 350 673,54 2644,35
stabilizowana (GF
GF/GK 8,47 4,13 4,19 3,61 4.41

W zebranym materiale ¢tinnym okrelono réwnie: stzenie kadmu, otowiu, cynku
i arsenu. Wraz z wprowadzeniem dodatkow doglebowyainizona zostata
biodostpnas¢ kadmu, otowiu oraz cynku w glebie oraz pobierdakeprzez réliny do
czesci nadziemnych. Zmiany w kumulacji otowiu, kadmwynku i arsenu w trakcie
kolejnych zbioréw, w ogciach nadziemnych traw przedstawiono na Rysunku 31.
Wprowadzenie do gleby ¢gla brunatnego i wapna nawozowego spowodowato
obnizenie pobierania otowiu do exi nadziemnych. Zawar§é otowiu
w roslinach z poletka kontrolnego wahatg €id 18 mg/kg do 10 mg/kg i byta okoto
dwukrotnie wysza, w poréwnaniu ze ¢geniami metalu w rdinach zebranych
z poletka z glepstabilizowan.

Kumulacja kadmu w rdinach zebranych z poletka kontrolnego wykazywata
znaczm zmiennd¢ w poszczegolnych pokosach, od 27 mg/kg do 11 mg/kgta
zawsze wysza, porownuwj z kumulacy w raslinach z poletka stabilizowanego (od 12
mg/kg do 5 mg/kg). Wprowadzenie do gleby zanieczzsmej vegla brunatnego
I wapna nawozowego spowodowato od dwukrotnego derakrotnego obgenia
kumulacji tego pierwiastka w ¢gciach nadziemnych gon.

Istotne obnienie kumulacji w cgciach nadziemnych kostrzewy trzcinowej
zaobserwowano réwniew przypadku cynku. Zawaré tego pierwiastka w glinach
zebranych z poletka kontrolnego wynosita od 1350kmgv pokosie pierwszym do
535 mg/kg w pokosie czwartym. Kumulacja cynku wscmch nadziemnych £bn
zebranych z poletka stabilizowanegosglem brunatnym i wapnem nawozowym
wyniosta od 520 mg/kg w pokosie pierwszym do 220/kyggwnv pokosie czwartym.
Wprowadzenie dodatkow stabiliagych do gleby zanieczyszczonej spowodowato
ponad trzykrotne obgenie kumulacji cynku w eZciach nadziemnych kostrzewy
trzcinowej. Ponadto, pomimo braku zmian w biogpstéci arsenu po wprowadzeniu

dodatkow doglebowych, zaobserwowano abnie jego kumulacji w eZ&ciach
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nadziemnych rdin w pierwszych dwoch pokosach, natomiast w zldotzzecim

I czwartym kumulacja arsenu w gziach nadziemnych kostrzewy byta na takim
samym poziomie zaréwno w przypadku poletka kon&gtn jak i poddanego
fitostabilizacji.
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Rys. 31. Kumulacja otowiu, kadmu, cynku i arsenazgéciach nadziemnych
kostrzewy trzcinowej w poszczegolnych pokosach (3#=BS)
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W ostatnim zbiorze &in oprdocz czsci nadziemnych kostrzewy trzcinowej
pobrano korzenie w celu oktenia w nich sfzenia otowiu, kadmu, cynku i arsenu.
W Tabeli 5 przedstawiono poréwnanie zawgidoadanych pierwiastkow w eiach
nadziemnych i korzeniach oraz oMo stosunek ich kumulacji w korzeniach do
wynoszenia zanieczyszazedo czsci nadziemnych zaréwno dla gleby kontrolnej,
jak i stabilizowanej wglem brunatnym i wapnem nawozowym. Kumulacja badany
pierwiastkow w korzeniach kostrzewy trzcinowej byteacznie wysza nk w czsciach
nadziemnych, coswiadczy o przydatn@i tego gatunku w fitostabilizacji gleb
zanieczyszczonych. Dodatkowo, wprowadzenie do gldbgatkow stabilizujcych
spowodowato popragvwarunkéw wzrostu, wphgio na zwekszenie kumulacji metali
w korzeniach i ograniczyto ich wynoszenie d@sck nadziemnych, co w szczegokeo
widoczne jest w przypadku kadmu, dla ktorego wspgtaik kumulacji w korzeniach

do kumulacji w cgsciach nadziemnych zekszyt st ponad 2,5-krotnie.

Tabela 5. Poréwnanie kumulacji badanych pierwiastiwoczesciach nadziemnych
i korzeniach kostrzewy trzcinowej (n=5, £ BS)

Gleba kontrolna
Pb Cd Zn As
(mg/kg)
cze$¢ nadziemna (N) 10,62 + 0,98 11,23 + 1,20 535,65,5@ 0,31+0,07
korzenie (K) 261,97 +£43,15 154,08 + 18,56 2382173,41 4,87 +1,23
K/N 24,66 13,72 4,45 15,70
Gleba stabilizowana
Pb Cd Zn As
(mg/kg)
cze$¢ nadziemna (N) 5,92+0,44 5,72+ 0,28 221,95 89,6 0,37 +£0,01
korzenie (K) 216,48 +17,60 184,37 +14,39 237%9(r6,38 4,08 + 0,50
KIN 36,56 32,23 10,72 11,02

5.5.3. Analiza toksycznsci gleby

W Tabeli 6 przedstawiono zmiany toksyczcio probek gleby kontrolnej
i stabilizowanej, wyrzone w jednostkach toksyczsm (TU). Podczas trwania
eksperymentu zaobserwowano spadek toksycznaarowno w glebie kontrolnej,
jak i stabilizowanej wglem brunatnym, wprowadzonymacknie z wapnem

nawozowym. Wartéci TU dla gleby stabilizowanej byly znaczniezsue ni dla gleby
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kontrolnej. Po pierwszym tygodniu @miadczenia zaobserwowano znacznenice

w toksyczndci pomkdzy glela kontrolmg i stabilizowan. Dla gleby kontrolnej wartg

TU wynosita 130, a dla gleby stabilizowanej 14,2d€zas trwania eksperymentu
srednia warté¢ TU dla gleby stabilizowanej wynosita 9,95, a dlehby kontrolnej
73,56. Po 85 tygodniach prowadzenia eksperymentuglabie stabilizowanej
stwierdzono 60% spadek toksyczoo W 20-tym tygodniu déwiadczenia
zaobserwowano wzrost toksyczobgleby, zarowno kontrolnej, jak i stabilizowane.
W 16-tym tygodniu trwania eksperymentu dokonanoomiw czsci nadziemnych
(pokos 11) i najprawdopodobniej proces ten przycekgiz do wzrostu toksyczrici gleb

w tym czasie. Przy czym, takiej zat®sci nie zaobserwowano podczas zbioru
pierwszego (8 tydzie trwania eksperymentu). Podsumowayj gleba z dodatkami
stabilizugpcymi byta mniej toksyczna nigleba kontrolna i zaobserwowano 40% spadek

toksyczndci gleby poddanej fitostabilizacji wspomagane.

Tabela 6. Zmiany toksyczgad w glebie kontrolnej i badanej podczas trwania
doswiadczenia {redniat odchylenie standardowe)

Gleba kontrolna | Gleba stabilizowana
Czas (K) (8) K/B
(tygodnie) (15 min-TU) (15 min-TU)

1 129,9 + 39,8 142 +5,11 9,1
3 95,8 + 22 11,6 +4,25 8,3
6 103,1 £ 29 12,2 +£3,01 8,4
9 39,6 £8,4 11,1+2,41 3,6
12 499127 4,0+1,40 12,3
20 70,6 £ 20,5 17,7+£3,32 4
28 68,1 +27,9 52+1,32 13,2
58 74,4+ 11,56 7,9+ 2,05 9.4
85 30,7 £5,61 57+141 54
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5.5.4. Aktywnd¢ enzymatyczna wyznaczona testem yavat(Y]

Po uptywie 85 tygodni prowadzenia badw warunkach polowych aktywié
enzymatyczna w glebie poddanej fitostabilizacji arsaganej w poroéwnaniu do
kontroli byta wyranie wyzsza, zarowno pod wzglem jakdciowym, jak i ilasciowym,
przy czym najwyszz aktywnad¢ enzymatyczg stwierdzono w 28 tygodniu
doswiadczeé, pod koniec pierwszego sezonu wegetacyjnego. Wigylstabilizowanej
w 28 tygodniu trwania eksperymentu liczba oznaczbnyenzymow wzrosta
z wyjsciowej 9 do 13. Natomiast w kontroli, w tym samymasie, stwierdzono
zmniejszenie liczby aktywnych enzyméw do &ze. Odczyty testu dla obu gleb
zestawiono w Tabeli 7.

W czasie 85 tygodni badanajwicksze zmiany aktywniei w stabilizowanej glebie
stwierdzono dla fosfatazy alkalicznej, esterazy (@, fosfatazy kwenej
i fosfohydrolazy naftylo-AS-Bl. Po 6 tygodniach wshej chemicznej stabilizacji
aktywnai¢ esterazy (C 4) wzrosta z 7,5 do 15 nM zhydrolizoggo substratu, podczas
gdy fosfatazy alkalicznej i fosfohydrolazy z 5 d6 AM zhydrolizowanego substratu.
W 28 tygodniu trwania eksperymentu aktywéiaesterazy wzrosta do ponad 20 nM,
natomiast obu fosfataz spadta pajil0 nM zhydrolizowanego substratu. Podobne
zmiany w aktywnéci w glebie stabilizowanej oznaczono dla esterapgzly (C 8)

i arylamidazy leucyny, dla ktérych odczyty wzroghs nM (w dniu zaleenia uktadu
doswiadczalnego) do niespetna 10 nM zhydrolizowanegabssatu. Zblione
aktywnaici zaobserwowano dla dwoch enzymowglukozydazy ip-glukozydazy,
ktore wynosity odpowiednio 5 nM (na pagku dawiadczenia) i 10 nM
(po 28 tygodniach) zhydrolizowanego substratu. Bagiaktywnaé¢ zaobserwowano
dla dwoch innych enzyméw, tjB-galaktozydazy i N-acetylf-glukozaminidaza
po 3 tygodniach i w 28 tygodniu trwania eksperymenliewielky aktywna¢
stwierdzono w glebie stabilizowanej dla trypsyny 6v tygodniu prowadzenia

doswiadczenia, ktéra méeita sk w przedziale od 5 do 10 nM.
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Tabela 7. Zestawienie odczytow intensyéei@abarwienia w poszczegoélnych
studzienkach paska testu A2¥M zgodnie z tabel poréwnawcgz producenta dla
gleby kontrolnej (GK) i stabilizowanej (GF)

Badana ENZYMY

gleba | 1] 2|3/ 4a|ls|6|7|8|9f10| 1112|2324 25] 26|27 128] 29] 20
GKo 1|2l 2lof1|2]o]lolof 2| 2lofo]ofl21|2]o]|o0]fo0
GFg 1| 2[ 2| o] 2f2]ofloj o1 |212]ofo]o|1|1]0f|0]oO
GK3 1| 1f 1| ol 2| 2]o|loj o[ 2| 2] o o] o] oflo ]| o] o] o
GF3 12| 2lo]|1|2|o]jofof2|2fofl2|ofofof21|0]o0O
CKg 1| 2[ 1| ol 2| 2|ofloj o | 2| 2] oo o] of o] of o o
GFg 3[3l2|lofl2|1f[2]2| 0| 2|3|0o]ofloflo]ofo]|o0]oO
GKg of2[ 1| o] 2|olofofl o | 2| 2|0 o| of o]l ol of o] o
GFy 2[2[1]o|l1]|0o|lofolo|2|1]o|o|lo|lo|o|o]|]o]foO
GK12(—49d‘50220010001100000000
GFp |S[2]3f2[ofo1]ofolo|2]2]0o|o]loflofo]o0o]o]o
GK2o 2[2[1]o|lo]| 1|00l o] 2| 2|00 o] of of o] of o
GFo 2[2[1]o|l1]|1|2|0olo|2|2]0o|o|lo|o|o|o]|o]foO
GKag 2| 3lofo|1]2|oflofo]| 2| 2|o]o|lofl2]0o|o0f 0] 0
GFag 24l 2[of2]|2|1|loflo|2|2|1]21]lof2]2]|1|0]o0
CKsg 3[2[3]o|l1]|o|lofolo| 21|00l 0] of of o] of o
GFsg 3l 2[3[of2|o|olofo|3|2|o]o]loflo]o|lofo]oO
CKgs 2[2[2]o|l1]|0|lofolo| 22|00l o] ol of o] of o
GFgs 22| 2]o|2]|o|lofolo|3|4a]o|2|0o|lo0o|3|0]o0]oO

GF — gleba poddawana fitostabilizacji wspomagaBéj,— gleba kontrolna; 0-28 — tydaigpoboru gleby4 > 30 nM
zhydrolizowanego substrat8> 10 nM zhydrolizowanego substraiz 5 nM zhydrolizowanego substratls 5 nM
zhydrolizowanego substratd;brak rozktadu substratu.

Enzymy: 2) fosfataza alkaliczna, 3)esteraza (Ci¥9steraza lipaza (C 8), 5) lipaza (C 14), 6) aryttaxé leucyny,
7) arylamidaza waliny, 8) aryl amidaza cystyny, tB)psyna, 10)a-chymotrypsyna, 11) kwaa fosfataza, 12)
fosfohydrolaza naftylo-AS-Bl, 13)-galaktozydaza, 14j-galaktozydaza, 15}-glukuronidaza, 16y-glukozydaza,
17) B-glukozydaza, 18) N-acetylp-glukozaminidaza, 19-mannozydaza, 2@)-fukozydaza.

Wykonane odczyty potwierdzapktywna¢ fosfatazy zasadowej, fosfatazy kinaj
I fosfohydrolazynaftylo-AS-Bl w obydwu badanych lbeh. Na podstawie
intensywndci zabarwienia stwierdzono w glebie stabilizowawejost ich aktywnéci
juz po zakaczeniu wstpnej chemicznej stabilizacji. W tym czasie w koftro
nieznacznie wzrosta aktywfo jedynie fosfatazy kwénej. W ostatnim tygodniu
monitorowania procesu, aktywsm fosfataz byty porownywalne w obydwu wariantach
doswiadczenia. W stabilizowanej glebie test wykazaymiez wzrost aktywnéci dwoch
esteraz: C 4 i esteraza lipaza (C 8) oraz dwochma@peiptydaz: arylamidazy leucyny
i waliny. Fosfohydrolaza naftylo-AS-Bl odznaczala sajwyzsz aktywnacig spcrod
wszystkich enzymdéw. W ostatnim tygodniu analiz akigs¢ tego enzymu byta wagza
w glebie stabilizowanej w poréwnaniu do gleby koiriej i wynosita odpowiednio
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20 nM i 10 nM zhydrolizowanego substratu. Na ptkz dawiadczenia w obydwu
glebach aktywne bylyo-glukozydaza ip-glukozydaza, lecz w ostatnim tygodniu
doswiadczenia nie stwierdzono aktywdwd a -glukozydazy w glebie kontrolnej.
Po uptywie 21 miegty w glebie poddanej fitostabilizacji wspomaganeyisrdzono
aktywnas¢ fosfatazy alkalicznej, esterazy (C4), esterazwdip (C 8), arylamidazy
leucyny, fosfatazy kwénej, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI, B-galaktozydazy
orazf} —glukozydazy.

5.5.5. Aktywna¢ wybranych enzymow glebowych

Na Rysunku 32 przedstawiono zmiany akty¥eionastpujgcych enzymow
glebowych: proteazy, dehydrogenazy, ureazy, fosyakavasnej i fosfatazy zasadowej
podczas monitorowania eksperymentu w glebie komgjalstabilizowane).

Aktywnos¢ dehydrogenazy, fosfatazy keveej i zasadowej oraz ureazy bytazsya
w glebie stabilizowanej w porownaniu z wariantenrmtkolnym, w trakcie trwania
catego eksperymentu. W agu 85 tygodni trwania eksperymentu aktywho
dehydrogenazy w glebie stabilizowanej wzrosta l1otike, poréwnujc z wartdcia
pocatkowy, od wartdci 1,93 ug TPF/g s.m. 24h do 37,0gg TPF/g s.m. 24h.
Aktywnos¢ dehydrogenazy w glebie kontrolnej wzrosta 5-kretrad wartéci 3,56 ug
TPF/g s.m. 24h do 16,1pg TPF/g s.m. 24h i byla trzykrotnie wgza w glebie
stabilizowanej. W ostatnim tygodniu prowadzonyclilddaaktywnagé¢ dehydrogenazy
byta ponad dwukrotnie wagza w glebie stabilizowanej.

Aktywnos¢ fosfatazy kwanej rownie byla wyzsza w glebie stabilizowanej,
obserwowano jednak znaczne wahania aktyeintego enzymu w trakcie trwania
eksperymentu. Pordzy tygodniem pierwszym i trzecim obserwowano gowatty
wzrost aktywnéci, z wartgci 50,88 ug p-NP/g s.m. h do 248,72y p-NP/g s.m. h,
a nasgpnie jej spadek do poziomu 106,4@ p-NP/g s.m. h. W kolejnych tygodniach
obserwowano wzrost aktyws fosfatazy kwénej do wartéci
253,52ug p-NP/g s.m. h w ostatnim tygodniu obserwaciji. ¢to trend w aktywniei
fosfatazy kwanej obserwowano w glebie kontrolnej, jedaalaktywnd¢ tego enzymu
byla znacznie mnsza, osigajpc 191,63 ug p-NP/g s.m. h w ostatnim tygodniu
obserwaciji.

W trakcie trwania eksperymentu, zarébwno w glebiatkainej, jak i stabilizowanej

weglem brunatnym i wapnem nawozowym obserwowano wakswndaci fosfatazy
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zasadowej. W glebie stabilizowane] aktyweciotego enzymu w trakcie pierwszego
sezonu wegetacyjnego (tygodnie 1-28) wzrosta Odkeot z  wartdci
31,58ug p-NP/g s.m. h do 289,78 p-NP/g s.m. h, a nagie utrzymywata si ha
podobnym poziomie w trakcie drugiego sezonu weggiago. W przypadku gleby
kontrolnej aktywné¢ fosfatazy zasadowej wzrosta z waddio29,05ug p-NP/g s.m. h
do 132,34ug p-NP/g s.m. h w pierwszym sezonie wegetacyjnymnaatpnie
utrzymywata s na podobnym poziomie w trakcie drugiego roku prdeemia
eksperymentu. W ostatnim tygodniu obserwacji sttdeno niemal dwukrotnie wgz
aktywnai¢ fosfatazy zasadowej w glebie stabilizowane;.

Podobnie, jak w przypadku dehydrogenazy i fosfatkesinej oraz zasadowej,
aktywnai¢ ureazy byta wysza w glebie stabilizowanejzwv glebie kontrolnej, podczas
trwania eksperymentu poletkowego. W pierwszych wlzieiu tygodniach
eksperymentu w glebie stabilizowanej obserwowanatgpwny wzrost aktywnei
ureazy, z wart&i pocatkowej 4,68ug N-NHs/g s.m h do 75,76,g N-NH,/g s.m h.
W tygodniu 20 aktywn& ureazy spadta do wakm 28,61 ug N-NHs/g s.m h, by
nastpnie wzrospé, o0shgajgc na koniec pierwszego sezonu wegetacyjnego
94,73ug N-NH4/g s.m h. W drugim sezonie wegetacyjnym aktysénareazy w glebie
utrzymywata s na podobnym poziomie jak pod koniec pierwszega rpiowadzenia
eksperymentu. W glebie kontrolnej rowhi@bserwowano zwkszenie aktywngci
ureazy, byla ona jednak kilkukrotniezeza ni w glebie stabilizowanej. Aktywr$o
tego enzymu w pierwszym roku prowadzenia swiadczé — wzrosta
z 3,73ug N-NH4/g s.m h do 27,5ig N-NH4/g s.m h. W drugim sezonie wegetacyjnym
obserwowano dalszy wzrost aktywsd ureazy, do 43,71ug N-NHsJ/g s.m h
w 85 tygodniu eksperymentu. Aktyw§to ureazy w glebie kontrolnej byla ponad
dwukrotnie nksza w poréwnaniu do gleby stabilizowanej.

W przeciwieistwie do wyej omawianych aktywri@i enzymow glebowych,
aktywna¢ proteazy w pierwszym roku prowadzeniaswiadczenia (tygodnie 1-28)
byla nieznacznie wasza w glebie kontrolnej. W drugim roku badabserwowano
znaczny wzrost aktywroi tego enzymu w glebie stabilizowanej, natomiasglebie
kontrolnej aktywnéc¢ proteazy utrzymywata &ina poziomie podobnym do roku
pierwszego. W ostatnim tygodniu badaktywna¢ proteazy w glebie stabilizowanej
wynosita 9,77ug tyrozyny/g s.m. 2h i byla niemalggiokrotnie wy:sza ni w glebie
kontrolnej (2,09ug tyrozyny/g s.m. 2h).
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Rys. 32. Wplyw wspomaganej fitostabilizacji na attyps¢ wybranych enzymow
glebowych (n=5, +BS).

5.5.6. Indeks enzymatyczny oraz indeks biochemjgakesci gleby

Na Rysunku 33 przedstawiono zmiany wéetoindeksu enzymatycznego oraz
indeksu biochemicznego podczas trwania eksperymeidauobu gleb: kontrolnej
i stabilizowanej. Srednia warté¢ indeksu enzymatycznego w trakcie prowadzenia
bada wyniosta 80,65 dla gleby stabilizowanej i byta med trzykrotnie wysza,
w poréwnaniu z glebkontrolmg. W trakcie prowadzenia eksperymentu obserwowano
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19-krotny wzrost warti indeksu enzymatycznego w glebie stabilizowaR&wniez
stwierdzono wzrosfredniej warté¢ indeksu biochemicznego gleby, prawie 5-krotnie
wyzszy W glebie stabilizowanej, w poréwnaniu do gldkyntrolnej. Warté¢ tego
indeksu wzrosta 9-krotnie w glebie stabilizowaneglfkoniec eksperymentu.
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Rys. 33. Zmiany indeksu enzymatycznego i biochenagmkdci gleby w trakcie
monitorowania procesu

5.5.7. Korelacje pomdzy aktywndcig oznaczanych enzyméw — analiza
gtéwnych sktadowych (PCA)

Na Rysunku 34 przedstawiono analigtbwnych sktadowych (PCA) aktywga
enzyméw w glebie kontrolnej i stabilizowanej. Nadptawie uzyskanych wynikow
stwierdzono rénice w aktywnéci enzymatycznej porailzy glely poddan stabilizacji
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i kontrolmg w czasie prowadzenia analiz. Wzrost aktysanamznaczanych enzyméw
w glebie stabilizowanej obserwowano od 6 tygodnizahia eksperymentu. Natomiast
w glebie kontrolnej wzrost aktywlo enzymatycznej nagtit dopiero od 20 tygodnia
prowadzenia bada jednake byla ona znacznie mniejsza w porownaniu
z glely stabilizowan. W czasie 28 tygodni trwania @wiadczenia najwikszy wzrost
aktywnaci w glebie, do ktorej wprowadzonoggiel brunatny i wapno nawozowe,
stwierdzono dla fosfomonoesterazy (fosfatazy) &wf i zasadowej a najmniejsze
zmiany aktywnéci w tym czasie zaobserwowano dla dehydrogenaz.
W oparciu o wyniki uzyskane w trakcie analizy PCAtypowano fosfatazy jako
najbardziej czute bioindykatory poprawy j&ko gleby skaonej metalami eizkimi

I poddanej wspomaganej fitostabilizacji.
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Rys. 34. Analiza gtdwnych sktadowych (PCA) aktywcienzymow w glebie
kontrolnej i stabilizowanej

(CS - gleba kontrolna, FS — gleba stabilizowand& Adosfataza kwiaa, AlP — fosfataza zasadowa, BG-
3-glukozydaza, D — dehydrogenaza, U-ureaza, Ptegua)
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5.5.8. Liczba bakterii, promieniowcow i grzybow

Réznice w liczbie bakterii heterotroficznych, promiewicéw i grzybow
przedstawiono na Rysunku 35. Zaréwno w glebie lkbméj, jak i poddanej
wspomaganej fitostabilizacji, zaobserwowano wzioktliczby w trakcie pierwszego
roku (0-28 tydzié) trwania eksperymentu. Na patizu trwania eksperymentu liczba
bakterii heterotroficznych w glebie stabilizowamegjnosita 1,35-10j.t.k/g s.m. gleby
I w trakcie pierwszych trzech tygodni spadita o ok@0%. W trakcie nagpnych
tygodnie liczba bakterii wzrosta, aghjpc wartgé 2,82-16 j.tkig s.m. gleby
w 28 tygodniu pomiaréw. Na koniec pierwszego roksperymentu poletkowego
liczba bakterii w glebie poddanej fitostabilizacjyspomaganej wzrosta o 95%
w poréwnaniu do stanu pogkowego. Natomiast na koniec pierwszego roku
eksperymentu w glebie kontrolnej liczeBadoakterii heterotroficznych byta o okoto
60% nizsza w poréwnaniu z glgbpoddanej wspomaganej fitostabilizacji. W drugim
roku eksperymentu licztbakterii heterotroficznych okino na pocgtku (tydzier 58)

i na kaicu sezonu wegetacyjnego (tydzi®5). Zarobwno w glebie kontrolnej jak
i poddanej fitostabilizacji zaobserwowano spadeilzlly bakterii w poréwnaniu do
pierwszego roku eksperymentu.

Znaczne régnice zaobserwowano réwrie w liczbie  promieniowcow.
W pierwszych tygodniach bafldiczba promieniowcéw w glebie stabilizowanej sgadt
z wartgci 1,44-16 j.tkig s.m. gleby do 7,69-1Q.t.k/g s.m. gleby (okolo 47%).
Jednake w kolejnych tygodniach obserwowano wzrost ichzhy, a& do
9,22 16 j.tk/g s.m. gleby w 28 tygodniu batlgwzrost o 89% w poréwnaniu do
pocatku daswiadczenia). W glebie poddanej fitostabilizacji wepaganej liczba
promieniowcow byla wisza od 40 do 60% w pierwszym roku prowadzenia
dodwiadczenia. W drugim roku bafla podobnie jak w przypadku bakterii
heterotroficznych, stwierdzono spadek liczby provioevcéw, zaréwno w glebie
kontrolnej jak i stabilizowane.

Trzech badam grum mikroorganizmoéw byly grzyby. Na pogiku bada liczba
grzybéw w glebie stabilizowanej wynosita 1,13'1@.k/g s.m. glebyi wzrosta do
1,86-16j.t.k/g s.m. gleby 20 tygodniu bada Liczba grzybéw byta na dé niskim
poziomie, w poréwnaniu do liczby bakterii. W 28 ¢gtmiu bada ich liczba wzrosta do
3,74-10 j.tk/g s.m. gleby w glebie stabilizowanej oraz 6:1F j.t.k/g s.m. gleby
w glebie kontrolnej. W drugim roku batlzaobserwowano spadek liczby grzybéw,
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zarébwno w glebie kontrolnej (1,04 “G.tk/g s.m. gleby) jak i stabilizowanej
(6,45 16 j.t.k/g s.m. gleby). Liczba grzybéw mikroskopowyblgta wyzsza w glebie
kontrolnej.

Wspomagana fitostabilizacja wpkta w istotny sposOb na wzrost liczby
mikroorganizmow glebowych takich, jak bakterie heteoficzne, promieniowce oraz
grzyby mikroskopowe w pierwszym roku prowadzeniaspskymentu poletkowego.
W drugim roku prowadzenia éwiadczéh zaobserwowano spadek liczby badanych
mikroorganizmow, zarowno w glebie kontrolnej, jak stabilizowanej. Bakterie
heterotroficzne stanowity najeksz i najbardziej aktywa grupe mikroflory w glebie
stabilizowanej. Ranice w liczbie mikroorganizmow pogdzy pierwszym a drugim
rokiem prowadzenia eksperymentu najprawdopodobrbgly wynikiem zmian
pogodowych (temperatura, wilgo&® w okresie poboru prébek gleb. Badania
w dalszym cigu @ kontynuowane i przy diszym czasie monitorowania procesu
bedzie tatwiej okréli¢ zalenosci pomidzy liczls mikroorganizméw a zmianami

pogodowymi.
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Rys. 35. Liczba bakterii heterotroficznych, pronidsvcow i grzybow mikroskopowych
w trakcie trwania eksperymentu (n=5, + BS)
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6. DYSKUSJA WYNIKOW

Wykorzystana w dawiadczeniach gleba, pochaga z terenu gsiadupcego ze
zlikwidowarg huty otowiu i cynku ,Waryski” w PiekaractSlaskich, charakteryzowata
sie bardzo wysokimi stzeniami metali gjzkich (otdow, kadm, cynk) oraz arsenu
(Kucharski i wsp., 2005; Gucwa-Przepiéra i wsp.020Ptaza i wsp.,2010), ktore
znacznie przekraczaty poziomy spotykane zarowno lebagh czystych (Kabata-
Pendias, 2001), jak i dopuszczalnezehia dla terendéw przemystowych okmne
w rozporadzeniu Ministra Srodowiska w sprawie standardéw jékb gleby
I standardow jaki ziemi (Dz U. 2002, Nr 135, Poz. 1359). W glet®g¢ stwierdzono
nastpujace przekroczenia dopuszczalnyctzei: dla otowiu ponad 12-krotne, kadmu
28-krotne, cynku niemal 10-krotne, arsenu 2-krotne.

W literaturze dospnych jest szereg danych dotycych poziomow zanieczyszaze
gleb metalami ezkimi na obszarach oddziatywania hut otowiu i cynkla obszaru
Polski, oprocz GornegBlaska (Helios Rybicka, 1996; Ullrich i wsp., 1999, dfarski
i wsp., 2005; Piotrowska-Seget i wsp. 2005, Gucwzepiora i wsp., 2007) dane
dotyczce obszarOw zanieczyszczonych dziatédip hut otowiu i cynku dotycg
przede wszystkim rejonu Bukowna i Olkusza (VerneRamsey, 1996; taszczyca
I wsp., 2004; Augustyniak i wsp. 2006; PrzedpetskaWierzbicka 2007,
Tosza i wsp., 2010).

Na obszarze Goérskyskiego Okegu Przemystowego, w szczegGinbw rejonie
Piekar Slaskich, Bytomia i Miasteczk&laskiego stwierdzono znaczne znicowanie
stezenia metali gjzkich w warstwie ornej gleby, w zaleosci od odlegiéci od
emitorébw zanieczyszcae jakimi s huty cynku i otowiu. Helios-Rybicka (1996)
podaje, ¥ w rejonie Bytomia zanieczyszczenie gleb otowienggs warté¢ 2290
mg/kg, kadmem - 85 mg/kg, a cynkiem nawet do 125@@2kg. Natomiast w rejonie
Tarnowskich Gor, gtenie otowiu wyniosto do 8200 mg/kg, kadmu 143 mgtkgz
cynku 13250 mg/kg. Podobne waitoskzen otowiu i cynku w glebie na tym terenie
przedstawili Kucharski i wsp. (2005) i Gucwa-Przepi i wsp. (2007). Z kolei
w przypadku kadmu catkowiteegenie w glebie byto na poziomie 537 mg/kg.

Stwierdzone przez Vernera i Ramseya (1996) poziomaypieczyszcze gleb
w rejonie Olkusza i Bukowna wynosity dla otowiu d@ mg/kg do 3570 mg/kg, dla
kadmu od 2 do 73,2, dla cynku od 234 mg/kg do 124Q(kg, a dla arsenu 25,4 mg/kg
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do 133 mg/kg. Natomiast taszczyca i wsp. (2004) arstwie humusowej gleby,
pobranej w bezpwoednim gsiedztwie hut metali nilaznych w Olkuszu i Bukownie
stwierdzili zanieczyszczenie otowiem, kadmem i agnk odpowiednio na poziomie
2635 mg/kg, 82 mg/kg oraz 10454 mg/kg.

Odczyn jest czynnikiem decydigym o wielu biologicznych i fizykochemicznych
procesach zachogizych w glebach. Z fizyko-chemicznego punktu widzeondczyn
gleb jest miag obecnéci jonéw wodorowych w glebach wyirang w jednostkach pH
jako ujemny logarytm z ich gtenia w roztworze glebowym. Ksztattowanie wacio
odczynu gleb zwizane jest gtdwnie z ich skladem mineralogicznym adwm kydz
zasadowym charakterem skat macierzystych), przeaman zawartécia materii
organicznej oraz warunkami klimatycznymi decymymi o wymyciu sktadnikow
zasadowych. Jako przedzial optymalny dla procesd@lodicznych, zwazanych
z metabolizmem wkszaci gatunkow rélin i mikroorganizméw glebowych przyjmuje
sie wartasci pH od 5,5 do 7,2. Odczyn gleby ma podstawowezemsie dla procesow
uruchamiania lub immobilizacji pierwiastkowladowych. Mobilné¢ potencjalnie
toksycznych metali, takich jak kadm, otow, nikieimniejsza s wraz ze wzrostem pH
gleby na skutek reakcji adsorpcji, okluzji lub wagania trudno rozpuszczalnych soli
metalu (Siebielec i wsp., 2012).

Zgodne z przyta klasyfikacp odczynu, gleba wykorzystana w édadczeniach
charakteryzowata siodczynem lekko kwanym (pH 5,6-6,5) lub obejnym (pH 6,6-
7,2). Jak podagj Siebielec i wsp. (2012) w wojewodztwiglaskim w glebach
0 podwyszonym udziale pierwiastkow toksycznych obserwuje spadek odczynu
gleby, a w potowie analizowanych przez nich profilebowych obserwowali pH
ponizej 5,4. Ullrich i wsp. (1999), w glebach zanieczygmych metalami ¢ikimi,
pobranych z okolic Bytomia, stwierdzili odczyn gjetv zakresie od 3,3 do 7,7, przy
czym w ponad 70% badanych gleb odczyn ksztattowalvszakresie lekko kw@aym
lub obogtnym (pH 6,0-7,4). Podobne waftd odczynu gleby podajrowniez w swoich
pracach mgdzy innymi Kucharski i wsp. (2005) oraz Ptaza i w&010). Odczyn gleb
znajdugcych s¢ w rejonie oddziatywania hut otowiu i cynku w rejenOlkusza
i Bukowna réwnie ksztattowat si w zakresie przytym dla gleb lekko kwanych lub
obojtnych, i wynosit 7,3 (Przedpetska i Wierzbicka, 2p@raz 6,5-7,5 (Laszczyca
i wsp., 2004).

Mimo obogtnego odczynu, badana gleba charakteryzowatedbaidzo wysokimi

stezeniami biodosipnych form kadmu i cynku (ekstrahowanymi 0,01 M GaC
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odpowiednio 20% i 5% catkowitej zawastd tych pierwiastkbw w glebie. Natomiast
w badanej glebie biodaginas¢ otowiu byta na bardzo niskim poziomie, okoto 0,0Q1
Chiopecka (1996), poréwmng stzenie frakcji wymiennej kadmu i cynku w glebie
zanieczyszczonej z rejonu Tarnowskich Gor zgestiami catkowitymi, stwierdzita
udziat frakcji wymiennej w calkowitej zawa#im tych pierwiastkbw na poziomie
odpowiednio 26,8% i 1%. Udziatl procentowyezgnia frakcji wymiennej otowiu
ksztaltowat s} na poziomie 0,001%. Tica i wsp. (2011) stwierdaii glebie
zanieczyszczonej, pochagtej z terenu przylegtego do huty cynku i otowiu wisii,
udziat frakcji biodosfpnych otowiu, kadmu i cynku odpowiednio na poziorhi&%,
33% i 15%. Ruttens i wsp. (2006) pogddyiodostpnas¢ metali cezkich w glebie
zanieczyszczonej na znacznie 28%ym poziomie, 2,64% catkowitej zawaito dla
otowiu, 46,5% dla kadmu i 38% dla cynku.

Zawartg¢ form biodosgpnych pierwiastkbw miae by rézna i nie zaley od
catkowitej ich zawartsci w glebie zanieczyszczonej. Wielu autorow podlaeze ilosé
form biodos¢pnych zaley przede wszystkim od odczynu gleby, zawsianaterii
organicznej, czy te pojemndci sorpcyjnej gleby (McBride 1997; Kabata-Pendias
i Pendias 2001; Van Gestel 2008).

Charakterystyczncechy badanej gleby byta wysoka zawdttanaterii organicznej,
(od 4,7% do 6,5%), co nie jest ¢stym zjawiskiem na terenach silnie
zanieczyszczonych metalamiikimi. Dane literaturowe podajiz zawartéd¢ materii
organicznej w glebach zanieczyszczonych wynosit&syraalnie do 4% (Chtopecka,
1996; Gray i wsp., 2006; Tica i wsp., 2011). Wysa@awartd¢ materii organicznej
w badanej glebie mma tlumaczy rozkladem obumartych ¢&ci roslin,

w szczegolngci $miatka darniowego 1 rzaisznika piaskowego powszechnie
wystepujacych na badanym obszarze.

W literaturze szeroko opisywana jest problematykabikzacji (ograniczania
biodostpnasci) metali cezkich w glebach zanieczyszczonych przy pomocinyéh
stabilizatoréw, nieorganicznych i organicznych. sStwane § zarowno dodatki
w postaci tlenkdwzelaza, manganu i glinu (Berti i Cunnningham, 20D@yvranche
I Bollinger, 2000; Cheng i Hseu, 2002; Cornell ih&ertmann, 2003; Grafe i wsp.,
2004), naturalne i syntetyczne glinokrzemiany (@a&anchez i wsp., 2002;
Ponizovsky i Tsadilas, 2003; Kumpiene i wsp., 20Gipta i Bhattacharyya, 2008;
Panuccio i wsp., 2009; Huan-Ping i Shu-Hao, 20jaK, i zwigzki fosforu Brown
I wsp., 2005; Impellitteri, 2005; Scheckel i wsp005; Cao i wsp., 2008).
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Wielu autoréw podaje,zi dodatek materii organicznej do gleby zanieczysaego
powoduje obnienie mobilnéci pierwiastkdw toksycznych (Kiikkila i wsp., 2002,
Misra i Chaturvedi, 2007; Tandy i wsp., 2009). Rtagowo, Misra i Chaturvedi (2007)
po wprowadzeniu do gleby humusu uzyskali ograniezémodos¢pnosci metali dla
roslin. Ponadto, Van Herwijnen i wsp. (2007) czy Tandysp. (2009) uzyskali bardzo
dobmr redukcg biodostpnych form metali po wprowadzeniu do gleby kompostu
w dawce od 20% do 30%.

Wprowadzenie materii organicznej w postacgigia brunatnego powoduje ohkenie
biodostpndsci zanieczyszcae na co zwraca uwggszereg autoréw. Karczewska
I wsp. (1996) podaj ze wprowadzenie do gleby egla brunatnego i wapna
nawozowego powoduje skutegznimmobilizacg otowiu i miedzi w glebie
zanieczyszczonej. Natomiast sfalimmobilizacg badanych pierwiastkow uzyskali
w wariancie tylko z wprowadzonymeglem brunatnym, postulag, iz zwigzane byto to
Zz obnieniem odczynu gleby. RéwmieCiecko i wsp. (2001) w glebie sztucznie
zanieczyszczonej kadmem, po wprowadzenigglav brunatnego i wapna uzyskali
obnizenie pobierania tego pierwiastka przeginy. Janos i wsp. (2010) badali wptyw
migdzy innymi wegla brunatnego na mobilé® kadmu, ofowiu i cynku w glebie
zanieczyszczonej, z rejonu oddziatywania hutnictwaetali nieelaznych.
Po wprowadzeniu do gleby egla brunatnego w ikei 5%, uzyskali obrienie
zawartdci otowiu, kadmu i cynku w glebie odpowiednio 6 20% i 14%. Porowngg
uzyskane przez nich rezultaty z wynikami hadetasnych, po wprowadzeniuggia
brunatnego w iléci 5% do zanieczyszczonej gleby (eksperyment wazgnetap 1)
uzyskano znacznie v#gze ograniczenie mobildd. Jednake istotnym mae by fakt,

iz w badanej przez nich glebie catkowita zawarioraz biodosipnas¢ badanych metali
ciezkich byta znacznie mgza, nt w przypadku gleby z okolic huty ,Waigki”.
W badaniach nad olkdleniem ilcci wprowadzanego ggla brunatnego skutecznie
ograniczajcej biodostpne i potencjalnie dogtne formy Pb, Cd, Zn i Cu w glebie
zanieczyszczonej w wyniku hutnictwa miedzi stwientlz,  najbardziej efektywmn
dawlg jest 5% wgla brunatnego (Pusz, 2007). Autorka podagewprowadzenie ggla
brunatnego obuna biodosipnas¢ metali w glebie i ich pobieranie przezliny. Przy
zastosowane] dawce uzyskata ona sbmie biodosipndici otowiu o 91%, kadmu
0 83%, a cynku o 94%. Zastosowana dawka jest wmiavd potow nizsza, nk
proponowana w niniejszej pracy, jeduakzawarté¢ badanych metali, zwlaszcza

kadmu i cynku byta znacznie wsza.
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Wyselekcjonowane w trakcie eksperymentu wazonowelpalatki stabilizujce,

tj. drobnoziarnista frakcja odpadowagla brunatnego i wapno nawozowe, w istotny
sposob wptyaty na obnkenie biodosipnasci otowiu, kadmu i cynku w badanej glebie.
Biodostpnai¢ tych pierwiastkdw po wprowadzeniu do gleby dodatlgiabilizupcych
obnizyta sk w przypadku kadmu dziewgiokrotnie, cynku - ponad czterokrotnie,
a otowiu tylko dwukrotnie.

Obszary silnie zanieczyszczone metalaratldmi, gtdwnie ze wzgjdu na dug
biodostpnas¢ pierwiastkow toksycznychasstabo pokryte rdinnoscia (Kucharski
I wsp., 2005). W procesie wspomaganej fitostbilizastotnym czynnikiem,
warunkupcym skuteczné&& metody, oprécz obwénia biodosfpnasci zanieczyszcze
w glebie, jest utworzenie na powierzchni gleby zejapokrywy rdlinnej, ktéra
Z jednej strony zapobiega pyleniu gleby, a z dijugieprzez gsty system korzeniowy
ograniczy migrag zanieczyszcze w gfab profilu glebowego. Wykorzystana
w badaniach kostrzewa trzcinowlgeStuca arundinacga,Asterix” spetnita wszystkie
te warunki. Pokrycie powierzchni gleby stabilizowarsegato 100%, a rdiny
wytworzyly zwarty i gsty system korzeniowy. Ponadto badany gatunek
charakteryzowat gi kumulacy zanieczyszcze w korzeniach, przy ich stosunkowo
niewielkim wynoszeniu do ¢%ci nadziemnych. Poréwmg z poletkiem kontrolnym,
na ktérym pokrycie powierzchni ¢gjatlo zaledwie 30%, uzyskano ponad 4-krotnie
Wyzszy przyrost biomasy traw.

W literaturze mana odszukaszereg prac, w ktérych w procesie wspomagane;j
fitostabilizacji wykorzystywane gsrozne gatunki rélin, przy czym najcgsciej s to
trawy. Badania obejmowaty gdzy innymi zycice trwalg i wielokwiatowg (Lolium
perenned L. multiflorum), kostrzew czerwon (Festuca rubrg, wiechlire tgkowa (Poa
pratensi3, kostrzew owcz (Festuca oving klosowk: wetnis (Holcus lanatuy
(Renella i wsp., 2008; Lopareva-Pohu i wsp., 20ddmavathiamma i Li, 2012).

Prace dotycxre wykorzystania kostrzewy trzcinowej w kreowaniokywy
roslinnej na glebie zanieczyszczonej mniej liczne (Pierzynski i wsp., 2002, Brown
I wsp., 2005; Civeira i Lavado, 2008; Smith i wsp011; Siebielec i Chaney, 2012).
Przyktadowo, Siebielec i Chaney (2012) wykorzystddostrzewe trzcinowg
w remediacji gleby zanieczyszczonej gtownie otowid@®300 mg/kg), cynkiem
(7200 mg/kg) i miedai (910 mg/kg), pochodzej z poligonu wojskowego. Sfrod
szeregu testowanych dodatkéw doglebowych, jakoroghyy zestaw, Autorzy wybrali

kompost wprowadzany do gleby w do 11,5% wraz z wapnem w Hoi 2,5%.
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Uzyskane przez nich wyniki, podobnie jak w niniejspracy, wskazygjna pozytywny
wptyw wprowadzenia do gleby materii organicznej aveawapnem, zarbwno na wzrost
kostrzewy trzcinowej, jak i ograniczenie pobierantanieczyszcze do CzScCi
nadziemnych.

Ten sam gatunek trawy byt rownievykorzystany przez Gray'a i wsp. (2006) do
fitostabilizacji gleby zanieczyszczonej otowiem,dk@&m i cynkiem. Jako dodatki
doglebowe zastosowali oni superfosfat potrojny waazapnem i uzyskali 55-krotnie
wyzszy plon kostrzewy w poréwnaniu z wariantem komtyoh. Brown i wsp. (2005)
stosowali kostrzew trzcinows na glebie zanieczyszczonej stabilizowanej tylko
superfosfatem potréjnym, jednak nie podaj réznic w przyrgcie biomasy rélin
pomicdzy glely kontrolry i stabilizowan.

Wartym uwagi jest tate fakt, ze kostrzewa trzcinowa byla stosowana nie tylko
w remediacji gleb zanieczyszczonych metalamezlkami, ale te zwigzkami
organicznymi. Przyktadowo, Robinson i wsp. (20089zoSmith i wsp. (2011) badali
przydatné¢ tego gatunku w oczyszczaniu gleb zawigrggh wielopiefcieniowe
weglowodory aromatyczne.

Mikroorganizmy luminescencyjne svykorzystywane w kilku rodzajach testow
toksykologicznych, midzy innymi w técie Microtox®. Jest to szybki test przesiewowy,
wykorzystupcy bioluminescenej bakterii Vibrio fischeri Intensywnéc¢ swiecenia
odzwierciedla szybk, z jalkg zachodzi zteony chg reakcji przemian metabolicznych
prowadacych do uzyskania energii. Chemiczna inhibicja gagkkolwiek enzymu
zmienia ¢ szybkd¢ i w wyniku tego réwnie ilos¢ wyemitowanego swiatta
(Traczewska 2011, Trusz-Zdybek i wsp., 2012). Mistotox” jest stosowny do oceny
toksyczndci probek wod,sciekéw i odciekéw, natomiast odmiartestu MicrotoR
uzywarg do okrélania toksyczngci probek statych, np. gleby czy osadow dennych jes
Microtox-SPT® (Kolwzan, 2005; Loureiro i wsp., 2005; Plaza i ws[2010;
Traczewska 2011).

W niniejszej pracy, test Microtox-SPTzostat wykorzystany do oceny zmian
toksyczndci gleby poddanej wspomaganej fitostabilizacji. €@k trwania
eksperymentu obserwowano spadek toksygznmaréwno w glebie kontrolnej, jak
i stabilizowanej wglem brunatnym i wapnem nawozowySrednia warté¢ TU dla
gleby kontrolnej wyniosta 73,56, dla gleby stalmizanej 9,95, a toksyczio gleby
stabilizowanej w ostatnim tygodniu eksperymentu abyd okoto 60% riisza,

w poréwnaniu do tygodnia pierwszego. Zdaniem aufpexy, test ten powinien by
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stosowany jako nagdzie wspomagafe monitoring procesu remediacji gleby
zanieczyszczonej, jednak jednoczénie z ocen zmian biodosfpnadici zanieczyszcze

w glebie, czy teich kumulacji w cgsciach nadziemnych gbn. Loureiro i wsp. (2005)
w swoich badaniach stosowali szereg biotestéwedmyi innymi Microtox-SP¥ do
oceny toksyczni gleby zanieczyszczonej. Jak pagaj zastosowany test
Microtox-SPT° okazat sj bardziej czuly w ocenie toksycziw gleby w poréwnaniu
z innymi biotestami, np.Daphnia manga Autorzy podkrélaja konieczné¢
zastosowania biotestdbw w ocenie zanieczyszczesiaygbhko uzupetnienia dla metod
klasycznych, takich jak analizy chemiczne. Przyd&tntestu MicrotoX do oceny
toksyczndéci podkrélaja réwniez w swoich badaniach Aelion i Davis (2007).
Poréwnujc wyniki analiz chemicznych @tenia arsenu, chromu i otowiu w glebach
pochodacych z obszaréw miejskich, z wynikami uzyskanymieypruzyciu testu
Microtox® stwierdzili w czsci probek gleby, pomimo oznaczenia niskiclyzat
badanych pierwiastkow, wysgkich toksycznéc. Autorzy sugerwj, iz w przypadku
jednoczesnego niskiegoegenia badanych metali w glebie i wysokiej toksycamo
istnieje prawdopodobistwo wystpowania innych substancji toksycznych, ktore nie
zostaly oznaczone w analizach chemicznych, wazwui z tym przeprowadzenie
biotestow w znacgy sposéb wspomaga proces oceny jakgleby. Lors i wsp. (2011)
ocenili przydatné¢ szeregu biotestow do oceny toksycmiayleby zanieczyszczonej
wielopiegcieniowymi weglowodorami aromatycznymi oraz metalamiezgimi.

W swoich badaniach wykazatie test Microtof jest przydatny w ocenie toksyczeo
gleby i stanowi szybkie, a jednoémée tanie nargdzie w ocenie zanieczyszczenia
i efektywndaci remediacji gleb zanieczyszczonych.

Dopiero w ostatnich latach zagy pojawia® si¢ prace, w ktérych do oceny
efektywndgci fitotechnologii, ze szczegdélnym uwzdhieniem fitostabilizacji
wspomaganej, oprécz parametréw fizyczno-chemicznyezhstosowano rownie
parametry okrdajace wiaciwosci biologiczne gleby. Monitoring mikroorganizméw
glebowych oraz ich aktywsdoi stanowi istotne natzlzie w ocenie skuteczid
zastosowanego sposobu remediacji, zwlaszcza gdyyntamczynienia z badaniami
polowymi (Kotwzan, 2005; Mench i wsp., 2006a; Rémelwsp., 2008; Ascher i wsp.,
2009; Kumpiene i wsp., 2009, Traczewska, 2011).

W niniejszej pracy do okékenia zmian biologicznych wdaiwosci gleby
zastosowano ocenaktywnaci wybranych enzymoéw glebowych: dehydrogenazy,

fosfatazy kwanej i zasadowej, ureazy i proteazy, test 7M oraz ogéln liczbe
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bakterii heterotroficznych, promieniowcéw i grzybowyzej wymienione parametry
monitorowano zaréwno w glebie kontrolnej, jak itBliaowanej, w trakcie dwuletniego
doswiadczenia poletkowego. Aktywkd dehydrogenazy, fosfatazy keveej i zasadowej
oraz ureazy byla wypza w glebie stabilizowanej w porOéwnaniu z wariemte
kontrolnym, w trakcie trwania catego eksperymemtaiomiast aktywn& proteazy
w pierwszym roku prowadzenia badbyta wyzsza w glebie kontrolnej, podczas gdy
w drugim roku zaobserwowano wszy aktywnad¢ tego enzymu w glebie
stabilizowanej.

Mench i wsp. (2006) stwierdzilie w glebie zanieczyszczonej kadmem i niklem,
stabilizowanej osadertiekowym wraz popiotami lotnymi lubelazem F& nastpuje
wzrost aktywnéci kluczowych enzymoéw glebowych, takich jak fostatakwdna
I zasadowa, proteaza i [3-glukozydaza, odpowiedrB@%, 40%, 11% i 19%, podczas
gdy w przypadku aktywrioi ureazy zaobserwowano spadek o 15%. W badaniach
prowadzonych przez Kumpiene i wsp. (2009), na gletanieczyszczonej otowiem
i miedzh, a stabilizowanej popiotami lotnymi i torfem, réiea stwierdzono znaczny
wzrost aktywnéci fosfatazy kwanej, zasadowej, ureazy oraz proteazy. Autorzy podaj
ze wzrost aktywnéci enzymatycznej gleby me by zwigzany zaréwno
ze zwkkszonym wydzielaniem enzymow przez system Kkorzeyiowsslin, jak
I zwiekszeniem ich syntezy przez mikroorganizmy gleboRenella i wsp. (2008).
potwierdzagcag pozytywny wplyw wspomaganej fitostabilizacji na tyknosé¢
biologiczry gleby. W glebie zanieczyszczonej gtdwnie arsenestabilizowanej
kompostem i popiotami lotnymi, autorzy stwierdzlvickszenie aktywngi fosfatazy
zasadowej, ureazy oraz R-glukozydazy, podczas gey zaobserwowali rnic
w aktywndaci fosfatazy kwanej, w poréwnaniu z glepkontrolrg. Wyniki aktywndgci
enzymatycznej gleby przedstawione w niniejszej ypraotwierdzag doniesienia
literaturowe, a wysza aktywné¢ enzyméw w glebie stabilizowanej (dehydrogenazy
I ureazy o 57%, fosfatazy kéeej o 25%, fosfatazy zasadowej o 40%, proteazy%)80
swiadczy o pozytywnym wplywie zastosowanej metodgdiabilizacji na parametry
biologiczne gleby.

Poréwnanie aktywrii enzymow w glebie kontrolnej i stabilizowanej gamog
testu APPZYM réwniez wykazalo pozytywny wplyw wspomaganej stabilizaop
biologiczry jakas¢ gleby. Pod koniec drugiego sezonu bia@aenzymodw wykazato
aktywna¢ w glebie stabilizowanej, podczas gdy w glebie kainej 6 enzymow byto

aktywnych. W glebie kontrolnej i stabilizowane] @raono aktywn& fosfatazy
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alkalicznej, esterazy, esterazy lipazy, arylamidaeycyny, fosfatazy kwémej

I fosfohydrolazy naftylo-AS-Bl. Ponadto w glebie alkilizowanej stwierdzono
aktywna¢ p-galaktozydazy i B-glukozydazy. Aktywné¢ arylamidazy leucyny,
fosfatazy kwénej i fosfohydrolazy naftylo-AS-BI byta wgza w glebie stabilizowane;.
W dostpnej literaturze nie udato sibdszukd prac, w ktérych test ABEZYM bytby
wykorzystywany do oceny aktywbd enzymatycznej w remediacji gleby
zanieczyszczonej metalamie¢zkimi, za wyptkiem jednej pracy Wasilkowskiego
i wsp. (2012). Natomiast Pasternak i wsp. (2008fasowali ten test do oceny gleb
zanieczyszczonych trinitrotoluenem i innymi zekami nitroaromatycznymi.

Istotnym parametrem charakteryzeym biologicz jakas¢ gleby jest réwnig
liczba mikroorganizmow glebowych. W niniejszej prageo wprowadzeniu do gleby
dodatkéw stabilizujcych w postaci wgla brunatnego i wapna nawozowego
obserwowano znaczny wzrost liczby bakterii, prongemow i grzybdw, szczegolnie
w pierwszym roku prowadzenia badaStwierdzono, 7 w glebie kontrolnej, liczba
bakterii byla nisza o 60%, promieniowcoéw od 40 do 60%, a grzybow08o.
W drugim roku bada stwierdzono spadek liczebémd mikroorganizmow glebowych,
co bylo najprawdopodobniej spowodowane warunkangogowymi (temperatura,
wilgotnos¢) w okresie poboru prébek gleby.

Wzrost liczby mikroorganizméw w glebach stabilizawah r&nymi dodatkami
obnizajagcymi biodos¢pnas¢ zanieczyszcze jest przedstawiany przez kilku autorow.
Przyktadowo, Renella i wsp. (2008) wykazaliz iwprowadzenie do gleby
zanieczyszczonej kompostu jako dodatku stabgcego spowodowato wzrost liczby
bakterii i grzybow, w poréwnaniu z glgkkontrolrg. Podoby zaleznos¢ w swoich
badaniach zaobserwowali Seaker i Sopper (1988) tezyBaker i wsp. (2011).
Pozytywny wptyw wprowadzenia kompostu wraz ggianem wapnia na zekszenie
biomasy organizmow glebowych zostat stwierdzonyepralburquerque i wsp. (2011).
Autorzy udowodnili & istotnymi czynnikami wptywacymi na wzrost liczby
mikroorganizmow glebowych byly zwlszenie zawart@i materii organicznej,
podwyzszenie odczynu gleby oraz ograniczenie biogwskci metali cezkich.
Podobne zalmosci zostaty wykazane przez Kumpiene i wsp. (2009)zig wzrost
liczby mikroorganizmow obserwowano w glebie stamlvanej popiotami lotnymi
i torfem oraz przez Pereza de Mora i wsp. (2008)rzly wykorzystali kompost jako
dodatek stabilizacy. Wyniki bada dotyczcych liczby mikroorganizmow glebowych

uzyskane w niniejszej pracy ggodne z wczmiejszymi doniesieniami literaturowymi.
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Szczegblp uwag nalezy jednak zwrddi, podczas prowadzenia badpolowych, na
warunki pogodowe, ktore magstotnie wpltywa na uzyskane rezultaty.
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7. WNIOSKI

W pracy przedstawiono fitotechnolgegoczyszczania gleb zanieczyszczonych
metalami ogzkimi - fitostabilizaci wspomaga#n z uwzgkdnieniem aspektow
mikrobiologicznych i toksykologicznych. Istotnym teklem naukowym tej pracy jest
opracowanie metodyki implementacji przedstawiongjstabilizacji wspomaganej, od
bada laboratoryjnych (badania wazonowe), poprzez badémymetryczne i badania

poletkowe, w skali pottechnicznej.

Tak zaplanowana realizacja poszczegolnych etapéacypumadaliwita osiggnigcie
zatazonego na wspie celu, udowodnienie postawionej tezy oraz sfdowanie

nastpujacych wnioskow:

1. Wprowadzenie do gleby zanieczyszczonej, dodatk@wilstujgcych w postaci
drobnoziarnistej frakcji odpadowej ¢gla brunatnego wraz z wapnem
nawozowym w istotny sposéb ograniczyto bio@psits¢ metali ceézkich oraz
ograniczyto ich przechodzenie do odciekéw glebowych

2. Zastosowanie dodatkow doglebowych poprawito warumkrostu kostrzewy
trzcinowej 1 jednocz&ie ograniczyto pobieranie metaliegkich do czsci
nadziemnych. Na powierzchni stabilizowanej glebyworzona zostata zwarta
pokrywa rglinna, o gstym systemie korzeniowym, zabezpiegzaj z jednej
strony przed pyleniem gleby a z drugiej przed migraanieczyszczedo jej

gtebszych warstw.

3. Kostrzewa trzcinowa okazatagsprzydatm rosling w procesie wspomaganej
fitostabilizacji; zaobserwowano znagzkumulacg metali w korzeniach, co jest

istotrg cechy roslin stosowanych w tej metodzie.

4. Wprowadzone do gleby stabilizatory dodatkowo ¢kszylty kumulagg metali
w korzeniach trawy, jednocggie zmniejszajc wynoszenie zanieczyszezeo

czesci nadziemnych.

5. Przeprowadzona analiza toksycgeio (Microtox-SPT) wykazata obrienie
toksyczndci gleby stabilizowanej w porownaniu do gleby koitej. Test ten

moze by stosowany jako nagdzie wspomagage monitoring procesu
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remediacji gleby zanieczyszczonej, jedmakjednoczénie z ocen zmian
biodostpnasci zanieczyszcze w glebie czy teé ich kumulacji w cgsciach

nadziemnych rdin.

6. Wprowadzenie dodatkow stabilizgiych do gleby nie zakiécito jej wdaiwosci

biologicznych.

7. Zastosowana metoda wspomaganej fitostabilizacjnacacy sposéb wptyeta
na popraw biologicznej jakéci gleby, poprzez wzrost liczby mikroorganizmow

glebowych oraz zwkszenie aktywnéci enzymatycznej gleby.

8. Monitoring biologicznej jakéci gleby (liczba mikroorganizmow glebowych,
aktywnai¢ enzymatyczna gleby, test ARIYM) stanowi istotne i niezgine
narzdzie w ocenie skuteczeg remediacji gleb zanieczyszczonych i powinien

by¢ obligatoryjnie stosowany podczas prowadzenia pratediacyjnych.
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