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WYKORZYSTANIE MIKROBIOTESTOW OSTREJ TOKSYCZNOSCI
JAKO NARZEDZIE DO OCENY STOPNIA REMEDIACJI GLEB
POCHODZACYCH Z TERENOW PRZETWORSTWA RUD METALI
NIEZELAZNYCH

USE OF ACUTE TOXIC MICROBIOTTERS AS A TOOL TO ASSESS SOIL REMEDIATION
DEGREE ORIGINATED FROM THE PROCESSING AREA OF NON-FERROUS METALS ORES

Dagmara Pulaczewska, Dominika Kufka — ,,Poltegor-Instytut” Instytut Gornictwa Odkrywkowego, Wroctaw

Przedmiotem badan przedstawionych w artykule byla mozliwos¢ wykorzystania mikrobiotestow ostrej toksycznosci jako
wskaznika jakosciowego, przedstawiajgcego efekt remediacji gleb zanieczyszczonych metalami niezelaznymi. Badane probki
gleb poczqtkowo poddano oczyszczaniu przy uzyciu karbonizatow, a nastgpnie wykonywano mikrobiotesty fitotoksycznosci wy-
korzystujqce testy na kielkowanie i wezesny wzrost roslin. Do badan uzyto nasion sorga cukrowego, rzezuchy i gorczycy bialej,
ktore w wyniku kontaktu z badang substancjq wykazujq specyficzng reakcje. Przeprowadzone badania wykazaly, zZe zastosowa-
nie karbonizatow do oczyszczania gleb z metali niezelaznych nie wplyneglo w znaczgcy sposob na ich jakosc. Aby jednak umoz-
liwi¢ pelng oceng stopnia remediacji gleb, konieczne jest wykonanie badan komplementarnych.

Stowa kluczowe: mikrobiotesty, remediacja, metale niezelazne

The subject of the research presented in the article was the possibility of using microbiotests of acute toxicity as a qualitative
indicator, showing the effect of remediation of soils contaminated by non-ferrous metals. Soil samples were initially purified
using chars, then phytotoxicity microbiotests using germination and early plant growth tests were performed. Sugar sorghum,
Cress and White mustard seeds were used for testing, which have specific reactions as a result of contact with the tested sub-
stance. The research carried out showed that the use of chars for soil cleaning from non-ferrous metals did not significantly
affect their quality. However, to enable fully assess the degree of soil remediation, it is necessary to perform complementary
research.
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Wstep

W zwigzku z rosngcymi wymogami dotyczacymi ochrony
srodowiska przyrodniczego, szczegdlnie duza uwage przy-
wigzuje si¢ do zagospodarowania, a tym samym zmniejszenia
ilo$ci odpadéw deponowanych na sktadowiskach. Polska,
jako kraj z wysoko rozwinigtym przemystem wydobywczym
i przetworczym kopalin, generuje znaczne ilosci odpadow
przemystowych. Czesto skutkuje to powstawaniem zanie-
czyszczonych terendow antropogenicznych gromadzacych tego
rodzaju odpady, ktore w nastepstwie wymagaja podejmowania
szeregu dziatan zmierzajacych do ich rekultywacji. Kazdorazo-
wo w pracach rekultywacyjnych, w pierwszej kolejnosci istotne
jest okreslenie stopnia zanieczyszczenia gleb nalezy wykonac
prace nad ich oczyszczeniem i poprawg zyznosci. W zwiazku
z powyzszym w ramach badan prowadzonych w ,,Poltegor-
-Instytut”, podjeto prace nad zastosowaniem karbonizatéw
do rekultywacji zanieczyszczonych gruntow, pochodzacych
z terenoéw przetworstwa rud metali niezelaznych.

W niniejszym artykule przedstawiono czgsciowe wyniki
badan, przeprowadzone na glebach, ktore otrzymano po proce-
sie oczyszczania z zastosowaniem karbonizatow. Catosciowy
opis eksperymentu omoéowiono w artykule - Usuwanie metali
niezelaznych z wykorzystaniem wlasciwosci sorpcyjnych
wybranych karbonizatow [1].

Aby umozliwi¢ weryfikacj¢ skutecznosci zastosowane;j
metody oczyszczania gleb, przeprowadzono mikrobiote-
sty fitotoksycznosci wykorzystujace testy na kietkowanie
i wezesny wzrost roslin Phytotoxkit [2]. Umozliwiaja one
oceng toksycznos$ci prob, opierajac si¢ na dwoch wskaznikach
wezesnego stadium rozwoju roslin, tj.: hamowanie kietko-
wania nasion i inhibicja wzrostu korzeni w odniesieniu do
proby kontrolnej. Uzyskane wyniki poddano analizie przy
zastosowaniu programu R 211.1, bedacego programem ma-
tematycznym przeznaczonym do zaawansowanych obliczen
statystycznych.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena uzytecznosci
tego rodzaju testow jako wskaznika stopnia remediacji gleb.
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Materialy i metody

Material badawczy

Do badan wykorzystano probki otrzymane w wyniku eks-
perymentow inkubacyjnych wielowariantowych mieszanin [1],
w ktorych do oczyszczania gleb zanieczyszczonych metalami
niezelaznymi wykorzystano karbonizaty z pelletu sosnowo-
-$wierkowego oraz ze stomy, a wyniki badan zestawiono
z probkami kontrolnymi. Ponizej przedstawiono oznaczenia
dla poszczegdlnych prob, ilosé uzytej wody destylowane;j
uzalezniono od ich objetosci:

Prébka kontrolna:

e K- zanieczyszczona gleba zwilzona woda destylowana.

e KW -zanieczyszczona gleba zalana wodg destylowang
w ilosci 170 ml.

Probka badawcza I

e P - zanieczyszczona gleba z dodatkiem karbonizatu
z pelletu sosnowo-$wierkowego, zwilzona wodg destylowanag.

*  PW -zanieczyszczona gleba z dodatkiem karbonizatu
z pelletu sosnowo-$§wierkowego, zalana woda destylowang
w ilosci 490 ml.

Probka badawcza I1:

e S - zanieczyszczona gleba z dodatkiem karbonizatu
z pelletu ze stomy, zwilzona woda destylowana.

*  SW-zanieczyszczona gleba z dodatkiem karbonizatu
z pelletu ze stomy, zalana woda destylowang w ilo$ci 490 ml.

Mikrobiotesty ostrej toksycznosci wraz 7 analizq obrazu

Do oceny stopnia oczyszczenia gleb z wykorzystaniem
wybranych karbonizatow, zastosowano test kietkowania
i wezesnego wzrostu roslin Phytotoxkit [2]. Tego rodzaju test
umozliwia ocen¢ toksyczno$ci proby opierajac si¢ na dwoch
wskaznikach wczesnego stadium rozwoju roslin: hamowanie
kietkowania nasion i inhibicja wzrostu korzeni w odniesieniu
do proby gleby referencyjnej (zgodnie z normg ISO 11269-1:
,,Oznaczanie wplywu zanieczyszczen na flore gleby — Czesé 1
Metoda pomiaru hamowania wzrostu korzeni”). Zasada dzia-
tania fitotestu polega na ocenie kietkowania nasiona sorga
cukrowego (Sorghum saccharatum), rzezuchy (Lepidium

I I

sativum) i gorczycy biatej (Sinapis alba), ktére w wyniku kon-
taktu z badang substancjg wykazuja specyficzng reakcje (brak
kietkowania lub redukcj¢ dtugos$ci korzeni). Wykorzystanie
standardowych nasion umozliwia ujednolicenie testu i otrzy-
manie powtarzalnych wynikéw niezaleznie od laboratorium,
w ktorym wykonywane sa badania.

Test Phytotoxkit wykonano zgodnie z metodyka dostarczo-
ng przez producenta testu - firme Microbiotest (Belgia). Badania
przeprowadzano w specjalnych przezroczystych pojemnikach,
ktére umozliwiaty bezposrednig obserwacje 1 pomiar dtugosci
korzenia metoda analizy obrazu.

Przygotowane probki umieszczono pionowo w statywach
i inkububowano w ciemnosci, przez 72 h, w temperaturze 25°C,
w cieplarce typ CL3 (VWR).

Po zakonczeniu inkubacji wykonano zdjgcia kazdej ptytki
aparatem cyfrowym, a nastgpnie korzystajac z programu do
analizy obrazu (UTHCSA IMAGETOOL 3.0) zliczono ilos$¢
nasion, ktore wykietkowaty oraz zmierzono dtugos¢ korzeni.
Obliczono procentowe zahamowanie kietkowania oraz zaha-
mowanie wzrostu korzenia wobec proby kontrolnej wedtug
ponizszego wzoru [3]:

A-B

o100 = hamowanie[%s]

gdzie:

A — $rednie hamowanie kietkowania nasion lub dtugosci
korzeni w probie kontrolnej,

B —$rednie kielkowanie nasion lub dtugos¢ korzeni w pro-
bie testowane;j.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej otrzymanych wynikow testow fito-
toksyczno$ci dokonano przy zastosowaniu programu R 211.1,
bedacego programem matematycznym przeznaczonym do
zaawansowanych obliczen statystycznych.

Celem przeprowadzonej analizy bylo okreslenie czy wyniki
przeprowadzonych mikrobiotestow, w ktorych zostaty zmie-
rzone dtugosci korzeni dla grupy badawczej, sg statystycznie
istotnie wigksze, przy zastosowaniu rozwazanych w testach
czynnikow, w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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Fot. 1. Przykladowe zdjecia roslin po testach kietkowania I - gorczyca biata (Sinapis alba), 11 - sorgo cukrowe (Sorghum saccharatum), 111 - rzezucha

(Lepidium sativum)

Fig. 1. Exemplary photos of plants after germination tests I — white mustard (Sinapis alba), 11 - sorghum (Sorghum saccharatum), 111 - cress (Lepidium

sativum)
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Wyniki

Wyniki testow fitotoksycznosci

Mikrobiotestom poddano probki gleby zanieczyszczonej
oraz probki po przeprowadzonych eksperymentach sorpcyj-
nych.

Pojemniki testowe sktadaly si¢ z dwoch komor, gdzie
dolng komore¢ wypetniano gleba, probke nawadniano do
maksymalnej pojemnosci wodnej o objetosci rownej 39,5 ml
(warto$¢ wyliczona zgodnie z procedurg testu). Nastepnie,
na tak przygotowanych probkach gleb, przykrytych bibutg
filtracyjng umieszczano po dziesi¢¢ nasion badanej rosliny
(nasiona sorga cukrowego (Sorghum saccharatum), rzezuchy
(Lepidium sativum) i gorczycy biatej (Sinapis alba) w rownej
odlegtosci okoto 1 cm od jej goérnego grzbietu. Testy wyko-
nano w trzech powtorzeniach, dla kazdego rodzaju nasion
testowych. Po trzech dobach inkubacji utworzono cyfrowe
obrazy ptytek z kietkujacymi nasionami, a nastgpnie poddano
je analizie obrazu i pomiarowi dtugosci korzeni. Przyktadowe
fotografie (fot. 1).

W tabeli 1 oraz na rysunkach 1, 2, 3 zestawiono usrednio-
ne warto$ci dtugosci korzeni dla poszczegdlnych grup roslin
testowych.
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Rys. 1. Srednie dugo$ci korzenia — nasiona gorczycy biatej
Fig. 1. Average roots length — white mustard seeds
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Rys. 2. Srednie dtugosci korzenia — nasiona rzezuchy
Fig. 2. Average roots length - cress seeds

Tab. 1. Usrednione wartoséci dhugosci korzeni ro$lin testowych dla danych
probek
Tab. 1. Average values of test plants root length for samples

1228 1063

1274 845

1368 968

Wyniki analizy statystycznej

Analiza danych statystycznych wykazata znaczne zwigk-
szenie wzrostu korzenia we wszystkich probkach badawczych
dla rzezuchy i gorczycy w stosunku do gleby referencyjne;.
W przypadku nasion sorga nastgpito znaczne zahamowanie jego
wzrostu. Pordwnanie wynikow probek badawczych (probki po
eksperymentach bez karbonizatow a probki z dodatkiem karbo-
nizatu) wykazuje nieznaczny wpltyw dodatkéw sorpcyjnych na
wzrost dlugosci korzenia, a w przypadku sorga i rzezuchy wrecz
ich zahamowanie. Wptyw badanych karbonizatéw na nasiona

1509 1368 1137

P 5 =W
1063 968 950
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Rys. 3. Srednie dlugosci korzenia — nasiona sorga
Fig. 3. Average roots length - sorghum seeds

sorga cukrowego (Sorghum saccharatum), rzezuchy (Lepidium
sativum) 1 gorczycy bialej (Sinapis alba) przedstawiaja tabele 2 - 7
2,3,4. Zaprezentowano w nich zahamowanie wzrostu korzenia

wobec préb kontrolnych (K, KW).

Rysunki 4, 5 1 6 prezentujg wykresy pudetkowe, obrazujace ;ﬁ_ -
glowne charakterystyki (mediana, kwartyle, $rednia, minimum E
i maksimum) empirycznych rozktadow dtugosci korzeni dla sze- E‘

g

-

-

|

.
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sciu grup eksperymentalnych, odpowiednio w przypadku gorczycy,
rzezuchy i sorga. Dolne 1 gorne krawedzi prostokatow (pudetek)
widocznych na tych wykresach oznaczaja odpowiednio dolne
i gorne kwartyle rozktadow. Poziome linie wewnatrz prostokatow g i
obrazujg mediang. Za pomoca znacznika w ksztalcie x przedsta-

wiono $rednig, a za pomocg kropek — obserwacje odstajace.
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Tab. 2. Procentowe zahamowanie wzrostu korzenia — nasiona gorczycy T T T T T
Tab. 2. Percentage inhibition of roots growth - mustard seeds SG SWG PG PWG KG KWG

Rys. 4. Wykresy pudetkowe dla dtugosci korzeni wykietkowanych nasion

gorczycy*
Fig. 4. Box plots for roots length of germinated mustard seeds
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Tab. 4. Procentowe zahamowanie wzrostu korzenia — nasiona sorga T T T T T T
Tab. 4. Percentage inhibition of roots growth - sorghum seeds SR SWR PR PWR KR KWR

Rys. 5. Wykresy pudetkowe dla dtugo$ci korzeni wykietkowanych nasion
rzezuchy*
Fig. 5. Box plots for roots length of germinated cress seeds

* W oznaczeniach rysunkow 4, 5 i 6 wprowadzono dodatkowe
oznaczenia w nazwach probek. W przypadku testow z nasionami
gorczycy — G, rzezuchy — R, sorga— S
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Rys. 6. Wykresy pudetkowe dla dtugosci korzeni wykietkowanych nasion
sorga*
Fig. 6. Box plots for roots length of germinated sorghum seeds

Dla sprawdzenia statystycznej istotnosci roznic pomiedzy
wybranymi grupami eksperymentalnymi, postuzono si¢ dwu-
stronnym testem rangowym Wilcoxona-Manna-Whitneya do
sprawdzania hipotezy, ze dwie niezalezne proby pochodza
z tych samych rozktadow.

W celu oméwienia wynikow analizy statystycznej przedstawiono
p-wartosci dla niezaleznie przeprowadzonych obustronnych testow
Wilcoxona-Manna-Whitneya, do sprawdzenia hipotezy o rownosci
rozkladow w grupach badawczych. P-warto$¢ stanowi najmniejszy
poziom istotnosci (czyli gbéme ograniczenie prawdopodobienstwa
bledu I-go rodzaju, polegajacego na odrzuceniu hipotezy prawdziwej),
przy ktorym testowang hipoteze nalezy odrzuci. Przy najczgsciej
przyjmowanym poziomie istotnosci wynoszacym 0,05, hipoteza
o rownosci rozkladow powinna by¢ odrzucana, gdy p-wartos¢ jest
mniejsza badz rowna 0,05 (w tabelach wartosci takie oznaczono
kolorem czerwonym). Jezeli p-warto$¢ jest wicksza niz 0,05, to wow-
czas na zadanym poziomie istotno$ci, nie ma podstaw do odrzucenia
testowanej hipotezy. Innymi stowy oznacza to, ze p-warto$¢ mozna
interpretowac jako prawdopodobienstwo tego, ze zmierzone w bada-
niu réznice pomiedzy populacjami wystapity przypadkowo, wskutek
losowej zmiennosci prob, podczas gdy rozktady badanej cechy w obu
populacjach w rzeczywistosci sg takie same.

Wyniki analizy statystycznej dla nasion gorczycy

Badanie istotnosci roznic dla probek w grupach
zwilzonych/zalanych wodg destylowang

W tabeli 5 przedstawiono p-wartosci otrzymane w niezalez-
nie przeprowadzonych obustronnych testach Wilcoxona-Man-
na-Whitneya, do sprawdzenia hipotezy o réwnos$ci rozktadow
w parach grup: KG i KWG, SG i SWG oraz PG i PWG.

Tab. 5. P-wartosci dla rozktadow nasion gorczycy w grupach
zwilzonych/zalanych woda destylowana

Tab. 5. P-values for distributed mustard seeds in groups
moistened/flooded with distilled water

KGiKWG 0,9936
SGiSWG 0,0084
PGiPWG 0,1691

W badanym przypadku, jedynie pomigdzy grupami
SG 1 SWG zachodzg istotne statystycznie réznice, ktore
kaza nam odrzuci¢ hipoteze¢ o réwnosci rozktadow dtu-
gosci korzenia wykietkowanych nasion gorczycy w obu
grupach. Z poréwnania odpowiednich wykresow pudet-
kowych (rys. 4.) wynika, ze dtugos$ci korzeni w grupie
SG sa wigksze niz w grupie SWG, co $wiadczy w tym
przypadku o negatywnym wplywie dodatkowe;j ilosci wody
na dtugos$¢ korzeni.

Badanie istotnosci roznic dla probek w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 6. P-warto$ci dla rozktadow nasion gorczycy w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 6. P-values for distributed mustard seeds in groups
without/with addition of chars

KGiSG 0,1235

KGiPG 0,6265
SGiPG 0,1567
KWGiSWG 0,2851
KWGiPWG 0,3875
SWG i PWG 0,9869

W Zadnym z przypadkow, na poziomie istotno$ci 0,05, nie
ma podstaw do odrzucenia hipotezy o réwnosci rozktadow.
Tym samym nie ma podstaw do stwierdzenia o wystgpowaniu
statystycznie istotnych réznic w dlugosci korzeni pomigdzy
poréwnywanymi grupami.

Wyniki analizy statystycznej dla nasion rzezuchy

Badanie istotnosci roznic dla probek zwilzonych
i zalanych wodg destylowang

W tabeli 6 przedstawiono p-wartos$ci otrzymane w nie-
zaleznie przeprowadzonych obustronnych testach Wilcoxo-
na-Manna-Whitneya, do sprawdzenia hipotezy o réwnosci
rozktadow w parach grup: KR i KWR, SR i SWR oraz PR
i PWR.

Tab. 7. P-wartosci dla rozktadow nasion rzezuchy w grupach
zwilzonych/zalanych woda destylowana

Tab. 7. P-values for distributed cress seeds in groups
moistened/flooded with distilled water

KR i KWR 0,7852
SR i SWR 0,6371
PR iPWR 0,0198

Istotne statystycznie roznice w dtugosci korzenia wystepuja
pomiedzy grupami PR i PWR. Na podstawie odpowiadajacych
im wykresow pudetkowych wnioskujemy, ze dtugosci korzeni
sa wicksze w grupie PWR.
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Badanie istotnosci roznic dla probek w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 8. P-wartosci dla rozktadow nasion rzezuchy w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 8. P-values for distributed cress seeds in groups
without/with addition of chars

ERiIR 0,2201
ER i AR 0,0607
IRiAR 0,2609
EL/RiI/LR 0,3491
EL/R1iA/LR 1,0000
I/LR 1 A/LR 0,2277

W Zadnym z przypadkow, na poziomie istotnosci 0,05, nie
ma podstaw do odrzucenia hipotezy o rownosci rozktadow, co
oznacza, ze réznice pomigdzy pordéwnywanymi grupami nie
sg statystycznie istotne.

Wyniki analizy statystycznej dla nasion sorga

Badanie istotnosci roznic dla probek zwilzonych
i zalanych wodg destylowang

Tab. 9. P-wartosci dla rozktadow nasion sorga w grupach
zwilzonych/zalanych woda destylowana

Tab. 9. P-values for distributed sorghum seeds in groups
moistened/flooded with distilled water

KSiKWS 0,3726
SSiSWS 0,6499
PS1PWS 0,6328

W tabeli 9 przedstawiono p-wartosci otrzymane w nie-
zaleznie przeprowadzonych obustronnych testach Wilcoxo-
na-Manna-Whitneya, do sprawdzenia hipotezy o rownosci
rozktadéw w parach grup: KS i KWS, SS i SWS oraz PS
i PWS.

W Zadnym z rozpatrywanych przypadkdéw nie zaobserwo-
wano statystycznie istotnych réznic pomigdzy porownywanymi
grupami.

Literatura

Badanie istotnosci roznic dla probek w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 10. P-wartos$ci dla rozktadow nasion sorga w grupach
bez/z dodatkiem karbonizatow

Tab. 10. P-values distributed for sorghum seeds in groups
without/with addition of chars

KSiSS 0,7737
KSiPS 0,7634
SSiPS 0,4315
KWS i SWS 0,3337
KWS i PWS 0,0365
SWS i PWS 0,3157

Hipotezg o rownosci rozktadow nalezy odrzuci¢ w przypad-
ku pary KWS i PWS. Na podstawie odpowiednich wykresow
pudetkowych widaé, ze wicksze dtugosci korzeni sg obserwo-
wane w przypadku grupy PWS, a wystepujace rdznice sg sta-
tystycznie istotne. Oznacza to, ze przy dodatkowej ilosci wody,
dodanie pelletu wptywa korzystnie na dlugos$¢ korzenia.

‘Whioski

e Testyfitotoksycznosci nie wykazaty negatywnego wpltywu
zastosowania karbonizatéw na wzrost korzeni roslin testowych, jed-
nak ich zastosowanie nie wptyneto réwniez znaczaco na zwigkszenie
ich wzrostu w stosunku do probek skazonych.

e Wyniki dla nasion sorga cukrowego (Sorghum sacchara-
tum) znaczaco odbiegaja od wynikow dla nasion rzezuchy (Lepidium
sativum) 1 gorczycy bialej (Sinapis alba) 1 wykazuja zahamowanie
wzrostu korzenia w grupach badawczych w stosunku do probek
kontrolnych.

*  Przeprowadzone testy fitotoksycznosci stanowig wstgpng
ocene wihasciwosci sorpeyjnych karbonizatow w kierunku moz-
liwosci oczyszczanie zanieczyszczonych metalami niezelaznymi
gruntéw. W celu jednoznacznego okreslenia wptywu badanych
karbonizatéw na oczyszczanie gleb nalezaloby przeprowadzi¢ dalsze
badania w skali wazonowej lub polowe;j.

e Testy fitotoksycznosci nie s3 dobrym wskaznikiem stopnia
remediacji, w przypadku gleb pochodzacych z terendw przetworstwa
rud metali niezelaznych, poniewaz uzyskane wyniki nie wykazuja
roznic pomiedzy probkami kontrolnymi, a badawczymi. W celu
okreslenia kierunkow rekultywacji obszaréw zdegradowanych
niezbedne jest przeprowadzenie bardziej szczegdtowych badan.
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karbonizatow, Gornictwo Odkrywkowe 1/2017, 53-61, 2017
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