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INFLUENCE OF FUNGAL INOCULA ON THE REMOVAL OF PETROLEUM
CONTAMINANTS FROM SOIL

The aim of this work was to determine the influence of native and alien keratinolytic fungi inocula on
the petroleum hydrocarbon removal rate in soil covered and not covered with hair. The hair was the major
nutrient for keratinolytic fungi and other soil microorganisms. The fungal inocula accelerated the petroleum
hydrocarbon biodegradation process during the first month of the experiment. During the second month,
TPH removal rates were similar for soil inoculated and not inoculated with fungi. The highest petroleum
hydrocarbon removal rate was observed in soil inoculated with native fungal strains. The TPH removal rates
were about 64% in soil covered with hair and 77% in soil not covered with hair. The lowest removal rate was
observed in soil not inoculated with fungi (60%). The hair applied as additional nitrogen, sulfur and carbon
source did not impact, or slightly inhibited, the petroleum hydrocarbon biodegradation process. The fungal
inocula caused dramatic changes in soil fungal qualitative composition.

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu szczepionek, zawierajacych grzyby keratynolityczne auto- lub
allochtonicznego pochodzenia, na stopien usunigcia weglowodoréw ropopochodnych z gleby pokrytej i nie
pokrytej wlosami. Wiosy stanowily podstawowy substrat odzywczy dla grzybéw keratynolitycznych i innych
drobnoustrojow glebowych. Najwyzszy ubytek wgglowodoréw stwierdzono w glebie zaszczepionej grzybami
autochtonicznymi. Wynosit on 63,7 i 76,6% TPH odpowiednio w glebie z wlosami i bez wlosow. Najnizszy
stopien usunigcia zanieczyszczen ropopochodnych zaobserwowano w glebie nie zaszczepionej grzybami
(60,1%), identyczny dla probek z wlosami i bez wloséw. Pod wptywem szczepionek zaszly istotne zmiany
w sktadzie gatunkowym grzybow keratynolitycznych w glebie.

WPROWADZENIE

Jednym z najczg¢$ciej spotykanych zanieczyszczen glebowych sa weglowodory i ich
pochodne. Dostaja si¢ one do srodowiska glebowego poprzez celowe wprowadzenie ze
$ciekami petrochemicznymi oczyszczanymi na polach filtracyjnych oraz w wyniku
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niezamierzonych strat podczas produkeji, transportu i stosowania surowcdéw chemicznych
[5, 7, 30]. W metodach biologicznego oczyszczania gruntu czesto stosuje sie auto- i
allochtoniczna mikroflorg bakteryjna, wprowadzang do gleby w postaci tzw. biopreparatow.
Coraz czesciej stosuje sig rOwniez preparaty grzybowe w agrotechnologiach i bioremediacji [15].
Badania prowadzone przez Johnstona i wsp. [11] wykazaty, iz grzyby pelnig istotng
role w biodegradacji materiatow wybuchowych w glebie. Takada i wsp. [25] obserwowali
degradacjg polichlorowanych dibenzofuranéw i dioksyn przez grzyby. Z kolei Lestan i wsp.
[15] udowodnili, ze lignolityczne podstawczaki (Basidiomycetes) maja zdolnos¢ do degradacji
wielu toksycznych zwiagzkéw organicznych, takich jak: polichlorowane bifenyle,
pentachlorofenol (PCP), WWA i inne. O rozktadzie weglowodorow ropopochodnych przez
grzyby doniesli m.in. Field [3, 4], Zienko [30], MacGillivray [17] i Lebkowska [16]. Grzyby
najaktywniejsze w rozkladzie weglowodoréw ropopochodnych zaliczono do nastepujacych
rodzajow: Penicillium, Aspergillus, Mortierella, Candida, Saccharomyces i Fusarium 2,8, 16].
W badaniach Ulfiga i wsp. [27] oraz Przystas i wsp. [23] stwierdzono, ze grzyby
keratynolityczne maja zdolno$¢ do usuwania weglowodoréw ropopochodnych z pozywki
podczas biodegradacji biatek. W badaniach tych stosowano m.in. wiosy dzieciece, ktérych
gtéwnym sktadnikiem jest biatko keratyna. Grzyby keratynolityczne sa wyspecjalizowane
w rozktadzie tego biatka. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu szczepionek,
zawierajacych grzyby keratynolityczne auto- i allochtonicznego pochodzenia, na ubytek
weglowodordéw ropopochodnych z gleby pokrytej i nie pokrytej wiosami.

MATERIAL IMETODYKA

W doswiadczeniu wykorzystano glebg pobrana z terenu pastwiska farmy krowiej.
W klasyfikacji PTG byta to glina $rednia [BN-78/9180-11]. Powietrznie sucha glebe przesiano
przez sita 0 2 mm oczkach i usredniono, nastgpnie skazono wyjatowiona w autoklawie ropa
naftowa w ilosci 15 g/kg suchej masy (s.m.) gleby. Do jatowych szalek Petriego nawazono po
30 g gleby skazonej ropa naftows. Do czgsci szalek wprowadzono szczepionki grzybowe:
szczepionke S1 zawierajaca szczepy allochtoniczne, majace zdolno$é do usuwania
weglowodoréw ropopochodnych podczas rozktadu biatek [23] oraz szczepionke S2
zawierajaca szczepy wyizolowane z badanej gleby (szczepy autochtoniczne tworzace tzw.
autoszczepionke). W obu szczepionkach zastosowano szczepy Trichophyton ajelloi
(Vanbreuseghem) Ajello i Chrysosporium keratinophilum D. Frey ex Carmichael. Cze$¢
szalek pokryto odtluszczonymi, drobno pocigtymi i wyjalowionymi w autoklawie wtosami
dziecigcymi w ilosci 0,3 g na szalkg. W ten sposob przygotowano nastepujace kombinacje
doswiadczenia:

— glebazropa naftowa (G);

— gleba zropa naftowa i wtosami (G+W);

— glebazropa naftowa i szczepionka S1 (G+S1);

— glebazropa naftowa, szczepionka S1 i wlosami (G+S1+W);

— glebazropa naftowa i szczepionka S2 (G+S2);

— glebazropanaftows, szczepionka S2 i wlosami (G+S2+W).

Procedura postgpowania w do$§wiadczeniu byta podobna do procedury stosowanej
w metodzie przyngty wlosowej [8]. Doswiadczenie trwato dwa miesigce. W odstepach
tygodniowych prowadzono oceng wzrostu grzybéw na wlosach stosujac 4-stopniowa skale:
0 — brak wzrostu grzybow; 1 — grzyby zarastajg ok. 25% powierzchni szalki; 2 — grzyby
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zarastajg ok. 50% powierzchni szalki; 3 - grzyby zarastajg ok. 75% powierzchni szalki; oraz
4 - grzyby zarastaja 100% powierzchni szalki. Prowadzono réwniez obserwacje makro-
1 mikroskopowe wiosdw, jak rowniez posiewy pojedynczych wloséw zaatakowanych przez
grzyby na pozywke Sabourauda 1:10 z solami mineralnymi, chloramfenikolem (100 mg/dm?)
i aktidionem (500 mg/dm?) [26]. Wyizolowane szczepy zaklasyfikowano do gatunkéw lub
rodzajow na podstawie ich makro- i mikroskopowych cech, wykorzystujac wybrane
pi$miennictwo taksonomiczne [10, 22].

W glebie oznaczano nastgpujace parametry fizyko-chemiczne: zawarto$¢
weglowodoréw ropopochodnych (TPH — nie polarne weglowodory ropopochodne i TPOC
— nie polarne weglowodory + polarne pochodne) w ekstraktach w czterochlorku wegla
metoda spektrometrii w podczerwieni IR, wilgotnos¢ metodg grawimetryczng, pH w H,O
11 M KCI [21], zawartos¢ roznych form azotu (ogodlny, amonowy, azotanowy i azotynowy)
[9] 1 siarki siarczanowej [21]. Analizy te przeprowadzono zaraz po nastawieniu do§wiadczenia
oraz po miesigcu i dwdch miesigcach inkubacji. Oceng wzrostu grzybow i analizy fizyko-
chemiczne wykonano w trzech powtérzeniach (szalkach Petriego).

WYNIKI

Zmiany wskaznika wzrostu grzybow na glebie skazonej ropa naftowa i na wlosach
wylozonych na glebie skazonej ropa zilustrowano na rysunku 1. Na glebie nie pokrytej
wilosami (G, G+S1 1 G+S2) nie stwierdzono wzrostu grzybow. Na wlosach w kombinacji G+W
pierwsze ,,kolonie” grzybow keratynolitycznych pojawity si¢ w 3 tygodniu do§wiadczenia,
lecz srednia warto$¢ wskaznika wzrostu byta niska (0,1). Rosta ona w toku dalszej inkubac;ji
osiagajac w 5 1 6 tygodniu maksimum (okoto 1,5). W ostatnim, dziewiatym tygodniu
doswiadczenia stwierdzono obumarcie grzybni we wszystkich szalkach. W glebie z wlosami
1szczepionkami S11S2 pierwsze kolonie grzybow pojawity si¢ po uptywie okoto 2 tygodni,
a $rednia warto$¢ wskaznika wzrostu wynosita 3,6 1 2,6 odpowiednio dla gleb ze szczepionka
S11S2. Po 3 tygodniach wartos¢ tego wskaznika osiagneta poziom maksymalny (3,8 —dla
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Rys. 1. Zmiany wskaznika wzrostu grzybow na glebie skazonej ropa naftowg i na wlosach wylozonych na
glebie skazonej ropa naftowg
The fungal growth index changes on petroleum-contaminated soil and on hair laid on petroleum-
contaminated soil
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kombinacji G+S1+W i 3,5 — dla kombinacji G+S2+W). Od czwartego tygodnia warto$ci
wskaznika wzrostu spadaty az do 0,8 dla kombinacji G+S1+W 10,3 dla G+S2+W w dziewiatym
tygodniu doswiadczenia. Na wiosach w kombinacji G+W dominowaty Trichophyton ajelloi
i Chrysosporium keratinophilum. Z kolei na wlosach w kombinacjach G+S1+W i G+S2+W
dominowaty odpowiednio Microsporum gypseum (Bodin) Guiart & Grigorakisi Trichophyton
ajelloi.

Ubytek weglowodoréw wyrazony w % 1 g/kg s.m. gleby przedstawiono w tabeli 1. Po
miesigcu inkubacji w glebie nie zaszczepionej grzybami (G i G+W) stwierdzono ubytek TPH
04,9 g/kg s.m. (39%) w szalkach bez wlosdéw oraz 0 3,6 g/kg s.m. (29,2%) w szalkach z wlosami.
W glebie zaszczepionej grzybami allochtonicznymi ubytek TPH wynosit 9,01 8,7 g/kg s.m.
(62,5161,9%) odpowiednio w G+S1 1 G+S1+W. Z kolei w glebie zaszczepionej grzybami
autochtonicznymi ubytek TPH wynosit 11,11 10,2 g/kg s.m. (70,6 i 64,8%) odpowiednio
w G+S2 1 G+S2+W. Po dwoch miesiacach inkubacji ubytek TPH zwigkszy! sig do 7,5 i
7,4 g/kg s.m. (60,1%) w szalkach bez dodatku grzybow (G i G+W). W glebie ze szczepionka
S1 ubytek TPH miat wartosci 8,5 1 8,4 g/kg s.m. (59,1 1 59,8%) odpowiednio w szalkach bez
wioséw (G+S1) i z whosami (G+S1+W). W glebie ze szczepionka S2 ubytek TPH wynosit
12110,1 g/kg s.m. (76,6 1 63,7%) odpowiednio w szalkach bez wlosow (G+S2) i z wtosami
(G+S2+W). Wyzsza wartos¢ ubytku TPH uzyskano w szalkach bez wiosow. Podobne
zaleznosci dotyczyty sumy weglowodorow ropopochodnych nie polarnych i zwiazkéw
polarnych (TPOC). Po miesigcu ubytek TPOC w glebie nie zaszczepionej wynosit 5,9
13,3 g/lkg s.m. (43,6126,6%) odpowiednio w kombinacji bez wtoséw i z wlosami. W glebie
zaszczepionej S1 ubytek TPOC wynosit 6,9 19,2 g/kg s.m. (45,2 158,3%), a w glebie
zaszczepionej S2 9,1 17,9 g/kg s.m. (58,2 152,6%) odpowiednio w kombinacji bez wloséw
1z wlosami. Po dwoch miesiacach spadek TPOC byt wigkszy i wynosit 6,6 14,8 g/kg s.m. (49,3
138,6%) w glebie nie zaszczepionej, 7,1 1 8 g/kg s.m. (471 50,5%) w glebie ze szczepionka S1,
wreszeie 11,3 1 9,4 g/kg s.m. (72 1 59,3%) w glebie ze szczepionka S2, odpowiednio
w kombinacjach bez wlosow i z wlosami.

Tabela 1. Ubytek weglowodorow ropopochodnych z gleby
Petroleum hydrocarbon removal from soil

Ubytek TPH TPOC

Loss / Po miesigcu Po 2 miesiacach Po miesiacu Po 2 miesiacach

Kombinacja After month After 2 months After month After 2 months
Combination | eo/kgsm. | % | gkgsm. | % | gkgsm. | % | ghkgsm. | %
G 49+0,64 [ 39,0 75098 | 60,1 | 59+0,77 | 43,6 | 6,6+ 0,86 | 49,3
G+W 36047 [ 292 | 74+096 | 60,1 | 3,3+0,43 | 26,6 | 4,8+0,62 | 38,6
G+S1 9,0+1,17 | 62,5 | 85+ 1,11 | 59,1 | 6,9+0,90 | 452 | 7,1 £0,92 | 47,0
G+S1+W 8,7+1,31 | 61,9 | 8,4+1,09 | 59,8 | 9,2+1,20 | 58,3 | 8,0+ 1,04 | 50,5
G+S2 11,1 +1,44] 70,6 | 12,0+ 1,56 | 76,6 | 9,1 £ 1,18 [ 58,2 | 11,3+ 1,47 | 72,0
G+S2+W  [102+1,33| 64,8 [10,1 +1,31|63,7 | 7,9+ 1,03 | 52,6 | 9,4+1,22 | 59,3

Zmiany pozostatych parametréw fizyko-chemicznych przedstawiono w tabeli 2. W toku
doswiadczenia wilgotno$¢ prob wahata sig¢ w granicach 23-36,5%. Na poczatku
doswiadczenia pH w H,O wahalo sig¢ pomigdzy 8,9-9,6 odpowiednio w kombinacjach
G+S1+W i G. Po miesiacu pH zmniejszyto sig; wahania tego parametru miescity si¢ w zakresie
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7-17,9 odpowiednio w G+S1+W i G+S2. Po dwoch miesigcach pH uleglo dalszemu spadkowi
mieszczac si¢ w zakresie 6,5-7,7 odpowiednio w G+S1+W 1 G+S2. Na poczatku doswiadczenia
pH w 1 M KCl wahato si¢ w granicach 8,3—8,9 odpowiednio w G+S2+W i G. Po miesiacu
nastapit spadek warto$ci tego parametru do zakresu 7,0-7,7 w G+S1+W i G+S1. Po dwoch
miesigcach pH bylo jeszcze mniejsze i miescito si¢ w zakresie 6,5-7,4 odpowiednio w G+S1+W
oraz G+S11G+S2.

Na poczatku doswiadczenia w glebie nie pokrytej wiosami zawarto$¢ siarki siarczanowej
miedcita si¢ w zakresie 0,018-0,022% a w glebie z wlosami w zakresie 0,013-0,019%. Wyzsze
zawarto$ci siarki siarczanowej stwierdzono po pierwszym i drugim miesiacu inkubacji. Po
miesigcu w glebie z wiosami odnotowano znaczny wzrost zawartosci siarki siarczanowej do
zakresu 0,041-0,065% odpowiednio w G+S2+W 1 G+S1+W. Po dwdch miesigcach zawartosé
siarki siarczanowej w kombinacji G+W ulegta zwigkszeniu i osiagngta wartos¢ 0,096%.
W tym czasie zawarto$¢ siarki siarczanowej w G+S1+W spadta do 0,033%, a w G+S2+W
nieznacznie wzrosta do warto$ci 0,050%. Zawarto$¢ siarki siarczanowej w glebie nie pokrytej
wiosami ulegla rowniez podwyzszeniu w toku doswiadczenia, do znacznie mniejszych jednak
warto$ci niz w glebie pokrytej wlosami.

W toku do$wiadczenia zawarto$¢ azotu ogdlnego wahata si¢ w granicach 5,6-8,6 g N/
kg s.m. Na poczatku dos$wiadczenia zawartos¢ azotu amonowego miescita si¢ w zakresie
19,9-38,1 mg N-NH,/kg s.m. odpowiednio w kombinacjach G i G+W. Po miesigcu zawarto$¢
azotu amonowego wzrosta; zakres zmienno$ci dla tego parametru wynosit43,9—-51,4 mg N-
NH,/kg s.m. odpowiednio w G+S2 i G+W. Po dwéch miesiacach odnotowano spadek
zawartosci azotu amonowego; zakres zmienno$ci wynosit 29,1-45,1 mg N-NH_/kg s.m.
odpowiednio w G+S1+W i G+S2. W ciagu pierwszych dwdch miesigey inkubacji nie
stwierdzono azotynow we wszystkich kombinacjach doswiadczenia. Azotyny pojawity sig
po dwoch miesigcach. Wahania zawarto$ci azotu azotynowego miescily si¢ w zakresie
0,8-2,5 mg N-NO,/kg s.m. odpowiednio w G+W i G+S1. Zawarto$¢ azotu azotanowego
w glebie nie zaszczepione; i nie pokrytej wlosami (G) wynosita poczatkowo 70,5 mg N-NO,/
kg s.m. i stopniowo spadata do wartosci 21,8 po miesigcu i 15,7 mg N-NO,/kg s.m. po dwoch
miesigcach inkubacji. W glebie pokrytej wlosami (G+W) stwierdzono rowniez spadek
zawarto$ci tej formy azotu od 30 do 24,6 mg N-NO,/kg s.m. po miesigcu i braku azotan6w po
dwoéch miesiacach inkubacji. W glebie zaszczepionej — dla odmiany — stwierdzono wzrost
zawartosci azotu azotanowego w toku do§wiadczenia. Po dwdch miesiacach zakres zawarto$ci
azotu azotanowego w tej glebie wynosit 21,8-65,3 mg N-NO,/kg s.m. odpowiednio
w kombinacjach G+S2 i G+S2+W.

DYSKUSJA

Doswiadczenie miato na celu okreslenie ubytku zanieczyszczen ropopochodnych
z gleby zaszczepionej grzybami keratynolitycznymi auto- lub allochtonicznego pochodzenia
oraz pokrytej i nie pokrytej wiosami. Szczepionki miaty wzbogaci¢ glebg w propagule grzybow
keratynolitycznych zdolnych do usuwania ropy naftowej bedacej gtdwnym zrodtem wegla
organicznego dla mikroorganizméw. Wprowadzenie do gleby weglowodorow podwyzsza
stosunek C:N w glebie powodujac niedobdr azotu, co moze spowolni¢ procesy
biodegradacyjne [12, 18]. Wiosy mialy zapobiec temu niedoborowi azotu w glebie, przede
wszystkim jednak stanowily podstawowe zrodto azotu, siarki i wegla organicznego dla
grzybdw keratynolitycznych [13, 20, 29].



120 W. PRZYSTAS, K. ULFIG, K. MIKSCH, A. WITALA, J. SZDZUJ

Tabela 2. Warto$ci parametrow fizyko-chemicznych gleby
Values of soil physico-chemical parameters

Azot
i‘g’ 2z Nitrogen
£5
. . gﬂ'é - U S-S0, N
Kpmbinagj o2l g :z::s P p 0g6ln NH NO NO
N A = golny 4 2 3
Combination | & H,0 KCl total N
gkg
% % s.m. mg/kg s.m.
s.m.
1 25,2 9,6 8,9 0,018 7,0 19,9 0,0 70,5
G 31 32,7 7,8 7,4 0,026 5,6 474 0,0 21,8

63 32,5 7,2 7,3 0,024 6,4 38,4 0,9 15,7
1 27,7 S 8,4 0,013 7.8 38,1 0,0 30,0
G+W 31 285 7,8 TS 0,053 82 51,4 0,0 24,6
63 35,0 6,8 6,8 0,096 73 38,5 0,8 0,0
1 29,6 9.2 8,4 0,020 8,1 25,8 0,0 0,0
G+S1 3l 322 7,8 7,7 0,022 7.9 493 0,0 6,8
63 34,7 T8 7,4 0,029 75 39,6 25 63,4
1 30,0 8.9 8,5 0,016 8,6 25,6 0,0 4,1
G+S1+W 31 28,0 7,0 7,0 0,065 7.8 48,1 0,0 13,5
63 35,4 6,5 6,5 0,033 6,9 29,1 1,6 24,2
1 31,1 9.1 8,5 0,022 6,5 25,6 0,0 9,9
G+S2 31 32,2 7,9 7,6 0,019 6,6 43,9 0,0 22,3
63 36,5 7.7 7,4 0,028 83 45,1 1,1 21,8
1 23,0 9,0 83 0,019 6,4 20,1 0,0 25,5
G+S2+W 31 27,0 7.2 751 0,041 57 48,4 0,0 253

-]

63 36,4 6,6 6,6 0,050 §.9 423 1,3 65,3

Wzrost grzybow keratynolitycznych na wiosach wytozonych na glebie zaszczepione;j
byt znacznie obfitszy od wzrostu grzybow na glebie nie zaszczepionej. Obfitszy wzrost
grzybow w glebach zaszczepionych mozna wytlumaczy¢ wyzsza liczba propagul grzybowych
na poczatku doswiadczenia i korzystnymi warunkami srodowiskowymi dla wzrostu
powyzszych drobnoustrojow. Na korzystny wptyw szczepionek na wzrost drobnoustrojow
glebowych zwrocito uwagge kilku innych badaczy [12, 16]. W glebie zaszczepionej
zaobserwowano jednak istotne zmiany w skladzie gatunkowym grzybow keratynolitycznych.
W glebie zaszezepionej szezepami autochtonicznymi (G+S2+W), mimo wprowadzenia dwoch
naturalnie dominujacych w tym siedlisku gatunkow (Trichophyton ajelloii Chrysosporium
keratinophilum), zaobserwowano dominacjg tylko jednego z nich, tj. Trichophyton ajelloi.



WPLYW SZCZEPIONEK GRZYBOWYCH NA UBYTEK ZANIECZYSZCZEN... 121

Z kolei w glebie zaszczepionej szczepami allochtonicznymi (G+S1+W) stwierdzono dominacje
Microsporum gypseum, gatunku nie wystgpujacego w kombinacjach G+W i G+S2+W.
Zjawiska takie znane sa w badaniach bioremediacyjnych. Wprowadzenie szczepionek moze
bowiem zachwiaé rownowage homeostatyczna gleby, co prowadzi do zmian jej wiasciwosci
fizyko-chemicznych oraz sktadu ilosciowego i jakosciowego drobnoustrojow [12].

Jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na aktywnos$¢ i sktad
mikroorganizméw glebowych jest odczyn. Dermatofity geofilne i inne grzyby keratynolityczne
bytuja w szerokim zakresie pH. Przyjmuje sig jednak, ze Trichophyton ajelloi jest gatunkiem
acidofilnym a Chrysosporium keratinophilum preferuje siedliska alkaliczne [6]. MoZna wigc
wnosi¢, ze zakwaszenie wyeliminowato Chrysosporium keratinophilum z badanej gleby
i stworzyto korzystne warunki dla wzrostu Trichophyton ajelloi. W kwestii dominacji
Microsporum gypseum w glebie zaszczepionej grzybami allochtonicznymi mozna postawi¢
hipotezg, ze szczepy allochtoniczne nie przezyly w badanej glebie a ich resztki byty pokarmem
dla innych drobnoustrojow, wérod ktorych znalazt si¢ Microsporum gypseum, dobrze
znoszacy zakwaszenie.

Ubytek TPH i TPOC byt wyzszy w pierwszym niz w drugim miesiacu do$wiadczenia.
Obserwacja ta jest zgodna z wynikami Maliszewskiej-Kordybach [19]. Po poczatkowo szybkim
ubytku zanieczyszczen nastgpuje spowolnienie proceséw biodegradacyjnych, wynikajace z
nagromadzenia sie toksycznych produktow przemian metabolicznych, zakwaszenia gleby 1
wyczerpania sie tatwiej przyswajalnych substancji odzywczych oraz sorpcji zanieczyszczef.
Zastosowanie szczepionek grzybowych przyspieszyto proces usuwania zanieczyszczen
ropopochodnych z badanej gleby w pierwszym miesiacu do§wiadczenia, co zgodne jest m.in. z
obserwacjami Bieszkiewiczaiwsp. [1]. Z kolei dodatek wlosow nie wptynat lub nawet nieznacznie
obnizytubytek TPH/TPOC. Maliszewska-Kordybach [19] zauwazyla, ze dodatkowe zrodta wegla
nie zawsze stymuluja rozktad weglowodoréw. Z jednej strony aktywno$¢ mikroorganizméow
moze koncentrowac¢ sig na substracie tatwiej przyswajalnym lub na substracie, do rozktadu
ktorego drobnoustroje sa lepiej przystosowane, a z drugiej strony — dodatkowa substancja
organiczna moze zwigkszy¢ sorpcjg zanieczyszczen ropopochodnych, a wigc zmniejszy¢ ich
biodostepnos¢. Nie do konca wyjasniony jest wptyw roznych form azotu na procesy
biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych [4, 19]. Nie mozna réwniez wykluczyé¢, ze grzyby
keratynolityczne nie wytrzymaty konkurencji ze strony mikroflory glebowej zdolnej do rozktadu
weglowodorow, jako jedynego zrodta wegla. W tych warunkach aktywno$¢ grzybéw na wiosach
miala niewielki wplyw na proces oczyszczania gleby z powyzszych zanieczyszczen.

Istotnym zmianom podlegaty réwniez inne parametry fizyko-chemiczne. W pierwszym
miesigcu miat miejsce wzrost zawarto$ci azotu amonowego we wszystkich kombinacjach
doswiadczenia. Swiadczy to o zachodzacych w glebie procesach rozktadu materii organiczne; i
amonifikacji. Dodatek wlosow nie wptynat jednak na zawarto§¢ azotu amonowego.
W drugim miesigcu zawarto$¢ azotu amonowego zmniejszyla sig. Bylo to prawdopodobnie
wynikiem wykorzystania tej formy azotu przez drobnoustroje oraz utlenienia amoniaku do
azotanow w procesie nitryfikacji [14, 24]. W do$wiadczeniu zaobserwowano roéwniez wzrost
zawartosci siarki siarczanowej, zwlaszcza w glebie pokrytej wlosami. Zawarto$¢ siarki we wlosach
(gtownie w aminokwasach siarkowych: cystynie, cysteinie i metioninie) wykorzystanych
w doswiadczeniu wynosita 3,6%. Koficowym produktem utleniania siarki organicznej przez grzyby
keratynolityczne sa siarczany [ 13]. Nie ulega, zatem watpliwosci, ze gléwnym Zrodtem siarczandéw
w badanej glebie byt proces rozktadu wloséw zachodzacy przy udziale tych drobnoustrojow.
Zar6wno azotany, jak i siarczany przyczynily si¢ do wspomnianego silnego zakwaszenia gleby.
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PODSUMOWANIE

Zastosowanie szczepionek grzybowych wyraznie przyspieszylo proces biodegradacji
zanieczyszczen ropopochodnych w pierwszym miesiacu doswiadczenia. W drugim miesiacu
ubytki zwiazkow nie polarnych (TPH) w glebie nie zaszczepionej i zaszczepionej grzybami
allochtonicznymi byty jednak zblizone i wynosity ok. 60%. W glebie zaszczepionej grzybami
autochtonicznymi ubytek TPH byt wyzszy i wynosit ok. 77%. Roznice te byly wyrazniejsze
dla sumy zwiazkow nie polarnych i ich polarnych pochodnych (TPOC). Zastosowanie
dodatkowego zrddta azotu, siarki i weggla organicznego w postaci wiosdéw nie miato wplywu
na proces rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych lub nieznacznie proces ten hamowato.
Zaobserwowano jednak wyrazny wplyw szczepionek na sklad jakosciowy grzybéow
keratynolitycznych w badanej glebie.

Prace wykonano w ramach projektu badawczego 3T09C00817 (nr umowy 1306/r09/
99/17) finansowanego przez Komitet Badan Naukowych w Warszawie w latach 1999-2002.
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