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Abstract: The aim of the present study was to determine relationships between the content of
polycyclic aromatic hydrocarbons and results from biotests (Phytotoxkit F, Ostracodtoxkit F).
The experimental soils were collected from: Silesia, Lublin, Biata Podlaska and Sokolniki. The
PAH content ranged widely from 363 to 27883 ug - kg™'. Only in the case of L. sativum signifi-
cant statistical relationships were noted between root lengths after 3 days of incubation and
PAH content, and between root length of S. alba and the content of 5- and 6-ring PAHs after
6 days of incubation.
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WSTEP

Oznaczenie catkowitej zawarto$ci ksenobiotykow w glebie tzw. monitoring chemicz-
ny nie zawsze daje petne odzwierciedlenie realnego ekotoksykologicznego zagrozenia
zwiazanego z ich obecnoscia w srodowisku. W celu uzupelnienia badan chemicznych
od pewnego czasu [Kuczynska i in. 2005] stosowane sa metody biologiczne, np.
bioindykacja. Badania przy zastosowaniu organizmow zywych moga stanowi¢

*Praca naukowa finansowana ze $rodkéw MNIil jako projekt badawczy Nr 3 P06S 012 24.
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stanowi¢ uzupehienie obecnej wiedzy na temat zaleznosci migdzy catkowita i biodostepna,
zawartosciag ksenobiotykow a ich ekotoksykologicznym oddziatywaniem na srodowisko.
W zwiazku z tym celem podjetych badan byto okreslenie mozliwo$ci zastosowania
biotestow do oceny zanieczyszczenia gleb przez wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne. Badano réwniez wptyw frakcji potencjalnie biodostgpnej (rozpuszczonej
w wodzie glebowej) na wzrost organizméw testowych.

MATERIALY I METODY BADAN

Prébki gleb do badan pobierano z obszar6w charakteryzujacych si¢ zréznicowanymi
wplywami antropogenicznymi. Na podstawie wczesniejszych badan [Oleszczuk, Baran
2005] wytypowano pie¢ ogrodkéw dziatkowych w miejscowosciach: Bytom (50°19°
N; 18°51° E), Miasteczko Slaskie (50°32° N; 18°50° E), Lublin (51°13’ N; 22°34’ E),
Biata Podlaska (52°02° N; 28°07’ E) i Sokolniki (50°36° N; 21°48’E). Probki do badan
pobierano z warstwy gleby 0-20 cm. Glebg suszono w temperaturze pokojowej, a
nastepnie przesiano przez sito o $rednicy oczek 2 mm. Podstawowe wlasciwosci fizyko-
chemiczne oznaczano zgodnie z procedurami stosowanymi w laboratoriach glebowo-
chemicznych [Misztal i in. 1997]. Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli 1.
Zawartos¢ WWA oznaczano metoda HPLC-UV [Oleszczuk, Baran 2004].

TABELA 1. Whsciwosci fizyko-chemiczne badanych gleb
TABLE 1. The physico-chemical properties of investigated soils

T
Wihsciwosé — Property B MS L BP IS
Skiad 1-0,1 Lo64 47 26 63 74
granulometr. '
Texture 0,1-0,02 25 35 62 27 19
{mm]
<0,02 11 18 12 10 7

pH ., 7,2 68 | 70 | 55 |53
Corg g kg’ 2,4 4.6 24 3,7 | 22
Nog g - kg! 0,21 0,32 0,20 0,27 0,21
Hh mmol - kg! 7,0 10,5 7.0 38,5 38,5

i
S | mmol - kg™ | 4079 |257,1 |163,2 [109,1 | 73,6

i t

B — Bytom, MS — Miasteczko Slqskic, L~ Lublin, BP - Biala Podlaska,
S — Sokolniki; pH — odczyn — reactivity; Corg — zawarto$¢ wegla organicznego
— organic carbon content; Nog — zawarto$¢ azotu ogélnego — the total amount of

nitrogen; Hh — kwasowosé hydrolityezna — hydrolytic acidity; S — suma
kationdw zasadowych — the cation exchange capacity
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W standardowym tescie Phytotoxkit FT™™ uzywane sa 3 rodzaje nasion. Biorac pod
uwagg szybkos¢ kietkowania i szybko$¢ wzrostu korzeni, wykonanie oznaczenia mozliwe
jest w ciggu 3 dni inkubacji (wedlug producenta testu). W niniejszych badaniach
zastosowano: sorgo (Sorghum saccharatum), rukiew (Eruca sativa) i gorczyce
(Sinapis alba) dostarczone przez producenta testow (Microbiotests Inc, Belgia) oraz
rzezuche ogrodows (Lepidium sativum) otrzymana z firmy PNOIiS (Ozaré6w Mazowie-
cki, Polska). W przypadku S. saccharatum, E. sativa i S. alba oceniano przyrost
dhugosci korzeni dodatkowo po 6 dniach inkubacji nasion.

Test toksycznos$ci chronicznej wykonano przy wykorzystaniu zestawu Ostracodtoxkit
F™ (Microbiotests Inc, Belgia). Procedura testu polega na wystawieniu miodych
skorupiakoéw (Heterocypris incongruens) na szesciodniowe dzialanie w cienkiej
warstwie gleby. Na koncu okresu testowego okreslane sg $miertelno$¢ i zahamowanie
wzrostu. Wyniki sa poréwnywane z danymi uzyskanymi w rownolegle prowadzonym
teScie z osadem kontrolnym [Chial, Persoone 2003].

Zawarto$¢ WWA w wodzie glebowej wyliczona zostata na podstawie rownowago-
wego wspdtczynnika podziatu [Klimkowicz-Pawlas, Maliszewska-Kordybach 2003]:

WWA = WWA /(K _xf ) (1)

gdzie: WWA — stezenie WWA w fazie wodnej (ug-L™'); WWA_ - stgzenie WWA w glebie
(ug-kg™); £ — zawartosé wegla organicznego w glebie (kg-kg™); K — wspbdtczynnik podziatu
woda- quler organiczny (L-kg™).

Analize statystyczng wykonano postugujac si¢ programem Statistica 5.0. Zwiazek
miedzy zawartoscia WWA w glebie a zahamowaniem wzrostu organizmow testowych
okre$lano na podstawie wspotczynnikow korelacji, oceniajac istotno$¢ na poziomie
P<0,05. Istotnos¢ roéznic szacowano testem Tukeya na poziomie P<0,05. Oznaczenie
WWA dla kazdej probki wykonano trzykrotnie i jako wynik podano $rednig arytmetyczng
z tych oznaczen.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zawarto$¢ wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych

W tabeli 2 przedstawiono zawarto$¢ wielopier§cieniowych weglowodordéw aromaty-
cznych w badanych probkach glebowych. Najwigksza zawarto$ciag W WA charaktery-
zowaly sie gleby pobrane z obszaru Gornego Slaska (B, MS). Wedhug klasyfikacji
zaproponowanej przez IUNG [Maliszewska-Kordybach, Smreczak 1997], gleby te
nalezy zaliczy¢ do bardzo silnie zanieczyszczonych wymagajacych natychmiastowych
zabiegow rekultywacyjnych. Probki glebowe z obszaru Lublina (L) oraz miejscowosci
Sokolniki (S) charakteryzowata umiarkowana zawarto§¢ WWA kwalifikujaca je do
zanicczyszczonych. Poziom zanicczyszczenia tych gleb jest podobny do gleb pocho-
dzacych z obszaréw podlegajacych umiarkowanym wplywom antropogenicznym
[Maliszewska-Kordybach, 1999; Oleszczuk, Baran 2005]. Najnizsza zawarto$cia WWA
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TABELA 2. Zawarto$¢ wielopierscieniowych wéglowodoréw aromatycznych [ug - kg']
w probkach glebowych
TABLE 2. Polycyclic aromatic hydrocarbons content [g - kg™'] in soil samples
WWA MS* B* L* BP* S*
Na 2203,0+£220 3456,8+415 389,0+35 73,0+8,0 257,2+31
Ace 1541,4+123 5586,6+447 510,8+46 46,9+4,7 233,8+28
Ac 588,4+47 1323,5+119 230,316 33,5£3,0 132,0+12
Fl 208,3 £13 524,5+37 57,743 10,6+0,6 20,1+2
Phen .968,3i87 2210,0+155 133,7£9 9,7+£0,6 84,7+8
Ant 225,0+11 419,4+25 29,942 2,0£0,2 32,743
Fluo 1923,8+135 5118,4+461 415,0£33 36,6+2,9 216,115
Pyr 1300,8+117 3626,6+£290 334,9+£20 24,9+2,2 165,113
BaA 767,977 1749,6£157 236,3+19 24,942,5 140,711
Ch 483,739 1309,2+131 159,311 16,5+1,3 81,247
BbF 460,3£32 847,1£76 194,012 35,842,5 179,113 o
BkF 235,3£16 479,438 121,0 8 17,0+1,4 87,5+6
BaP 579,0£52 868,578 270,0+24 29,0+2,3 189,015
DahA 71,27 74,9+£5 37,64 nd. nd.
BghiP 144,7+12 175,512 71,06 11,5+0,8 45,444
Ind 148,013 i 187,811 69,16 P 8,407 54,65
Suma 11849,3£963 | 27957,8+2289 | 3259,8+251 | 380,3£33,7 11919,3179

I .

*Opis oznaczen jak w Tabeli 1 — description of symbols as in Table 1; Na — Naftalen,
Ace — Acenaftylen, Ac — Acenaften, Fl - Fluoren, Fen — Fenantren, Ant — Antracen,
Fln — Fluoranten, Pir — Piren, BaA — Benz[a]antracen, Ch — Chryzen,

BbF — Benzo[b]fluoranten, BkF — Benzo[k]fluoranten, BaP — Benzo[a]piren,
DahA — Dibenz[ah]antracen, BghiP — Benzo[ghi]perylen, IP — Indeno[1,2,3-cd]piren

charakteryzowaly sig gleby Biatej Podlaskiej (BP). Sktad WWA w zalezno$ci od liczby
pierscieni byt bardzo zblizony bez wzglgdu na pochodzenie probki (rys. 1). Dominowaty
weglowodory 4- oraz 3-pierscieniowe, ktorych udzial w analizowanym materiale wahat
sie odpowiednio 28-45 oraz 26-36%. Zblizony sktad badanych weglo-wodordéw moze



84 P. Oleszczuk, S. Baran

S0 - Liczba pierécieni.
/number of rings
: ] ’
A s
1 \ 4
fq }\ % )5
- b \ =
=) N N
B\' AS \ \ -
=g BN OIN N HO#
o‘:~9 N N N }\
TS i N N N N N
N2 N N\ N J N
= E 20 A N N N\ \:::
Q- N N \: :'_f
© N N NGNS AN
1 HN \ NN :
N N\ NEEEENE i
10 1 Nz N NSRS NS NE:
N N NS <ENE NE
T N& \E A 4N N
N : NE NG N
o NE N N NE \E
B (AR L 6P <

Gleha)S oil

RYSUNEK 1. Udziat [%] poszczegdlnych grup WWA w badanych glebach
FIGURE 1. Contribution [%] of individual PAHs (in relation to number of rings) in investigated soils

wskazywa¢ na podobne Zrédlo zanieczyszczenia gleb przez te zwiazki. Sposrod

oznaczanych WWA najwigkszy udziat wykazaty: naftalen (12-20%), fluoranten (10—
18%) oraz piren (7-13%).

Biotesty a toksyczny wplyw zanieczyszczenia gleb

Z prezentowanych na rysunku 2 danych (dlugo$¢ korzeni po 3 dniach od rozpoczecia
badan) wyraznie wida¢ ekotoksyczne zréznicowanie wptywu WWA kumulowanego w
glebach w zalezno$ci od gatunku rosliny. W przypadku hodowli rukwi (£. sativa) i rzezuchy
(L. sativum) zanotowano istotne (P<0,05) réznice migdzy niemal wszystkimi badanymi
glebami. Mniejsze zréznicowanie obserwowano w odniesieniu do gorczycy (S. alba),
natomiast w przypadku sorgo (S. saccharatum) wyrdzniono jedynie trzy grupy rézniace
sie istotnie statystycznie. Po 6 daniach od rozpoczgcia badan (rys. 2) istotne roznice w
dtugosci korzeni migdzy poszczegélnymi glebami notowano w przypadku £. sativa, S.
saccharatum 1 S. alba. Na podstawie przeprowadzonych testéw najbardziej wyrazne
zahamowanic wzrostu w pierwszym terminie badan odnotowano na bardzo silnie
zanieczyszezonych glebach pobranych z Miasteczka Slaskiego (S ulba, L. sativim) i
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Gleba/Soil

RYSUNEK 2. Dtugos¢ korzeni ro$lin testowych po 3 i 6 dniach inkubacji
FIGURE 2. The length of tested plant roots after 3 and 6 days of incubation

Bytomia oraz na glebach zanieczyszczonych z Lublina (E. sativa) i miejscowosci Sokolniki
(S.saccharatum). W drugim terminie badan niekorzystne oddziatywanie gleb na dtugos¢
korzeni zaznaczyto sie przede wszystkim w probkach pobranych z obszaru Goérnego
Slaska (Miasteczko Slaskie - S. alba, Bytom L. sativum I).

Najwiekszy niekorzystny wptyw gleby zanieczyszczonej WWA w stosunku do
testowanych skorupiakow (rys. 3) stwierdzono dla gleb z obszaru Miasteczka Slaskiego
(Goérny Slask). Okreslona $miertelno$é ksztattowata sie na poziomie 70% i byta ponad
dwukrotnie wieksza anizeli w pozostatych badanych glebach (Srednio 32,7+5%).
Zahamowanie wzrostu H’ incongruens najwyrazniej zaznaczyto sie w glebach Goérnego
Slaska oraz miejscowosci Sokolniki.

Jednym z celéw podjetych badan byto okreslenie mozliwosci zastosowania biotestéw
do oceny poziomu zanieczyszczenia gleb przez wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne. Badania prowadzone przez wielu autoréw nad wrazliwoscig roslin na WWA
wskazujgnajej znaczne zréznicowanie [Sverdrup 2001 ; Maila, Cloete 2002; Smreczak,
Maliszewska-Kordybach 2003]. Maila i Cloete [2002] wskazali na duza wrazliwos¢ L.
sativum na zanieczyszczenie gleb przez WWA. Testowana roslina okazata sie - zaréwno
pod wzgledem sity kietkowania oraz zahamowania rozwoju - dobrym wskaZnikiem
zanieczyszczenia gleb przez WWA. W prezentowanych w niniejszej pracy badaniach,
w przypadku wigkszosci WWA (w pierwszym terminie badan) uzyskano szereg istotnych
ujemnych zaleznosci miedzy zawartosciag WWA w glebie a dtugoscia korzeni (rys. 4a).
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RYSUNEK 3. Smiertelnosé i zahamowanie wzrostu H. incongruens po 6 dniach inkubacji w badanych
glebach

FIGURE 3. The mortality and inhibition of H. incongruens growth after 6 days of incubation in studied
soils

Moze to §wiadczy¢ o jej wrazliwosci na oznaczane ksenobiotyki oraz daje mozliwosé
zastosowania L. sativum w ocenie toksycznosci gleb zanieczyszczonych przez WWA.
Dodatkowo w drugim terminie badan podobna zaleznos¢ dotyczaca jednak wylacznie
5- 1 6-pierscieniowych WWA (z wyjatkiem dibenz[ah]antracenu) zaznaczyla si¢ w
przypadku S. alba (rys. 4b). Podobnie jednak jak Svedrup [2001] nie obserwowano
wptywu lekkich WWA (fluoren, fenantren, fluoranten i piren) na tg rosline. Smreczak
1 Maliszewska-Kordybach [2003] testowaly wrazliwo$¢ Zea mmays L., Hordeum vulgare
L., Sinapis alba L. oraz Helianthus annuus L. na mieszaning 4 WWA (3- 1 4-
pierscieniowych) podanych w stgzeniu 1, 101 100 mg/kg gleby. Autorki nie stwierdzity
wyraznego wptywu WWA na kietkowanie nasion, w przypadku natomiast zahamowania
wzrostu korzeni notowano istotng zalezno$¢ miedzy ich dlugoscig a zawartoscig w
glebie WWA.. Najbardziej wrazliwa rosling okazal si¢ H. vulgare.

Istniejace w literaturze informacje wskazuja, ze skorupiaki (np. Daphnia magna
lub Daphnia pulex) moga stanowi¢ dobry wskaznik zanieczyszczenia Srodowiska
(przede wszystkim wod i osadow dennych) przez wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne [Wik, Dave 2005]. Obserwowana w niniejszych badaniach wrazliwos$¢
Heterocypris incongruens najwyrazniej zaznaczyla si¢ w glebach Slaska, charakte-
ryzujacych si¢ najwigksza zawartoScia WWA. Nie uzyskano jednak istotnej zaleznosci
miegdzy zawarto$ciag WWA a $miertelno$cig i zahamowaniem wzrostu H. incongruens
dla wszystkich badanych gleb. Na duzg $miertelnos¢ skorupiakéw w glebie Miasteczka
Slaskiego moga réwniez mie¢ wplyw obecne w niej inne zanieczyszczenia.
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ZWWA - SPAHS 5-piersciemowe WWA 6-pierscieniowe WWA
5-rings PAHSs 6-rings PAHs

RYSUNEK 4. Zaleznoé¢ miedzy zawartoscig WWA [jig +kg-1] adtugoscig korzeni [mm]: a-L. sativum,
bic- S alba

FIGURE 4. Correlation between PAHSs content [|ig *kg-1] and length ofroots [mm]: a-L. sativum,bic
- S. alba

Dotychczas prowadzone badania wskazuja, ze catkowita zawarto$¢ zanieczyszczen
organicznych nie zawsze jest dobrym wskaznikiem w ocenie ekotoksycznos$ci zanie-
czyszczonych gleb [Alexander 2000]. Materia organiczna moze redukowac biodostep-
no$¢ ksenobiotykéw [Haitzer i in. 1998], a takze ich toksyczno$¢ w stosunku do
bezkregowcdw [Sverdrup i in. 2002]. Rownowagowy wspotczynnik podziatu,
wyznaczany na podstawie catkowitej zawartosci zanieczyszczenia oraz jego wspot-
czynnika podziatu Kqci zawarto$ci wegla organicznego w glebie, pozwala na oszacowa-
nie frakcji ksenobiotyku rozpuszczonego w wodzie glebowej. Na rysunku 5 przedstawiono

Gleba/Soil

RYSUNEK 5. Zawarto$¢ WWA [|ig *kg"] w wodzie glebowej wyliczona na podstawie rbwnowagowego
wspotczynnika podziatu (wzér 1): a- dla sumy 16 WWA, b - dla 5-pierscieniowych WWA, ¢ - dla 6-
pierscieniowych WWA

FIGURE 5. PAHs content [|ig *kg“] in pore water evaluated on the basis of an equilibrium partition
model (equ. 1). a- sum of 16 PAHs, b - 5-rings PAHs, ¢ - 6-rings PAHs
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zawartosci sumy (SWWA), jak rowniez 5- i 6-pierScieniowych WWA, wyliczonych na
podstawie rownowagowego wspotczynnika podziatu. Mimo istotnej réznicy w catkowitej
zawarto$ci WWA (ekstrahowanej dichlorometanem) migdzy poszczegdlnymi glebami
(tab. 2), zawarto$¢ zwiazkow rozpuszczonych w wodzie glebowej (rys. 5) nie charakte-
ryzowala sig juz tak wyraznym zréznicowaniem. Bardzo zblizone zawartosci WWA |
notowano w probkach gleb Miasteczka Slaskiego i Bytomia oraz Lublina i Sokolnik.
Thumaczy to nieznaczne roznice miedzy wskazanymi probkami gleb obserwowane w
przypadku badania fitotoksycznosci (rys. 2) oraz zblizone wyniki migdzy Miasteczkiem
Slaskim 1 Bytomiem w testach toksycznosci chronicznej (zahamowanie wzrostu) z
wykorzystaniem skorupiakow (rys. 3). Sugeruje to potrzebeg dalszych badan szczegolnie
zuwzglednieniem frakcji biodostepne;j i jej toksycznego oddziatywania na Srodowisko.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki badan wskazuja na specyficzne zachowanie si¢ rolin w zalezno-
sci od prawdopodobnego stopnia zanieczyszczenia gleb przez WWA.

2. Po trzech dniach kietkowania najlepszym wskaznikiem okazata sig rzezucha ogro-
dowa (L. sativum). Rozszerzenie badan do szesciu dni inkubacji wskazato rowniez
na istotng wrazliwos$¢ gorczycy (S. alba) na 5- i 6-pierscieniowe zwiazki.

3. Brak zalezno$ci miedzy $miertelno$cia/zahamowaniem wzrostu H. incongruens a
zawartoScia WWA w badanych glebach moze wskazywacé, ze toksyczny wplyw
WWA na testowe organizmy ma miejsce dopiero przy pewnym poziomie ich zawar-
tosci w glebie.

4. Wyliczone na podstawie wspoiczynnika podziahu poszczegélne zawartosci WWA
moga thumaczy¢ podobne ich toksyczne dziatanie na organizmy testowe mimo istot-
nie roznej catkowitej zawarto§ci WWA.
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