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Streszczenie

Artykut przedstawia wyniki badan chemicznych i ekotoksykologicznych
pieciu gleb pozyskanych z obszaru zanieczyszczonego metalami cigzkimi
zlokalizowanego w bezposrednim sgsiedztwie Huty Miedzi Legnica, jak
rowniez wyniki analiz wltasciwosci ich roztworéw glebowych. Badania ta-
kie powinny stanowic¢ podstawe oceny ryzyka ekologicznego dla terenow
zanieczyszczonych. W badaniach uwzgledniono takze wptyw wybranych
dodatkéw organicznych, powszechnie stosowanych w remediacji, na roz-
puszczalnosé i ekotoksycznos¢ metali cigzkich. Niektore z dodatkow, np.
alkaliczny osad Sciekowy, spowodowaty radykalny wzrost rozpuszczalnosci
miedzi, ktora bezposrednio determinowata poziom ryzyka Srodowisko-
wego.

Stowa kluczowe: roztwor glebowy, MarcoRhizon, specjacja, rozpuszczalno$é, ekstrak-
cja, ekotoksykologia

WSTEP

Ocena ryzyka $rodowiskowego, polegajaca na szacowaniu zagrozen dla czto-
wieka i ekosystemdéw, wynikajacych z obecnos$ci zanieczyszczen w srodowisku,
to stosunkowo nowa procedura wdrazana przez Uni¢ Europejska jako narzedzie
pomocnicze w ocenie stanu $rodowiska oraz diagnozie zagrozen srodowisko-
wych mogacych zaistnie¢ w przysztosci. W $wietle implementacji dyrektywy
Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/75/UE z dnia 24 listopada 2010 r. w spra-
wie emisji przemystowych [Dyrektywa...], a takze zapiséw ustawy Prawo
ochrony $rodowiska, znowelizowanej w roku 2014, procedura oceny ryzyka $ro-
dowiskowego, staje si¢ waznym elementem oceny stanu $rodowiska glebowego
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w Polsce [Karczewska 2014]. Dotychczas obowigzujace standardy jakosci §ro-
dowiska opierajg si¢ jedynie na okresleniu dopuszczalnych catkowitych zawar-
tosci substancji (w tym takze metali cigzkich) w glebie. Wielokrotnie udowad-
niano jednak, iz catkowita zawarto$¢ metali ciezkich w glebie nie jest jedynym
czynnikiem determinujagcym poziom zagrozen srodowiskowych i toksyczno$ci
gleb zanieczyszczonych [McLaughlin i in. 2000; Smolders i in. 2009]. Kluczo-
wym czynnikiem decydujacym o poziomie ryzyka srodowiskowego jest bowiem
rozpuszczalno$¢ metali ciezkich, ktéra determinuje ich biodostepnosc i fitotok-
syczno$¢ oraz toksycznos¢ dla fauny i flory glebowej [Francois i in. 2004; Ka-
bata-Pendias 2010; Nolan i in. 2003].

Ocena ryzyka $rodowiskowego powinna uwzglednia¢ dwa gtéwne aspekty:
oceng ryzyka zdrowotnego oraz ocen¢ ryzyka ekologicznego. Ta pierwsza opiera
sie na charakterystyce potencjalnych, negatywnych skutkéw zdrowotnych u czto-
wieka, wynikajacych z narazenia na zanieczyszczenie [Wcisto 2009]. W ocenie
tej uwzglednia si¢ mozliwe drogi narazenia cztowieka wynikajace miedzy innymi
z charakteru zanieczyszczonego obszaru, sposobu jego uzytkowania, warunkow
hydrogeologicznych, a takze wtasciwos$ci danej substancji. Z kolei ocena ryzyka
ekologicznego (do ktérej nawigzujg badania przedstawione w niniejszym arty-
kule) zwigzana jest z szacowaniem zagrozenia dla ekosystemow.

Ocena ryzyka Srodowiskowego odgrywa wazng role w zarzadzaniu Srodowi-
skiem, jako narzedzie planistyczne i decyzyjne [Bartell i in. 1992; US-EPA
1998]. Jednak nalezy podkresli¢, ze oszacowanie ryzyka ekologicznego zwigza-
nego z zanieczyszczeniem gleb jest procesem wieloetapowym i ztozonym, co
wynika z ztozonosci funkcji, jakie w ekosystemie petni gleba [Burton i in. 2002].
Dotychczas zaproponowano wiele réznych procedur oceny ryzyka srodowisko-
wego dla gleb zanieczyszczonych, z ktérych niektdre zostaty wdrozone w prak-
tyce w réznych krajach.

Jedna z metod oceny ryzyka ekologicznego, metoda TRIAD, opiera si¢ na
analizie tzw. zr6znicowanych linii dowodowych (ang. lines of evidence — LoE),
bedacych gléwnymi sktadowymi oceny, uwzgledniajacych wskazniki che-
miczne, (eko)toksykologiczne oraz ekologiczne [Jensen i Mesman 2006; Klim-
kowicz-Pawlas i in. 2013]. Metoda ta zostata wstepnie zaproponowana do oceny
jakosci osadéw dennych w wodach naturalnych [Chapman 1990], nastepnie za$
zaimplementowana do oceny stanu zanieczyszczenia gleb w Holandii i wtaczona
do regulacji prawnych (Dutch Soil Protection Act) oraz prac standaryzacyjnych
[NEN 5737:2010].

Analizy chemiczne, stanowigce jeden z komponentéw metody TRIAD,
uwzgledniajg okreslenie catkowitej zawarto$ci zanieczyszczen w glebach, a takze
rozpoznanie koncentracji form bioprzyswajalnych. Stosuje si¢ w tym celu proste
ekstrakcje chemiczne, ekstrakcje sekwencyjne, ale takze badanie bioakumulacji
zanieczyszczen przez rosliny [Rauret 1998].
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Z kolei badania toksykologiczne bazuja na analizie wptywu substancji zanie-
czyszczajacych na organizmy zywe. Zwykle wykorzystuje si¢ w nich organizmy
wskaznikowe, charakterystyczne dla réznych pozioméw troficznych w ekosyste-
mie. Zaleta stosowania biotestow jest przede wszystkim mozliwos$¢ okreslenia
wielkosci dawki zanieczyszczenia wywotujacej efekt toksycznosci ostrej lub
przewlektej, co z kolei pozwala na oszacowanie skutkéw ekspozycji organizmow
na dang substancj¢ [Traczewska 2011]. Biotesty zwykle wykorzystuja jako
gléwne grupy organizméw bakterie, bezkregowce oraz rosliny wyzsze. Do szyb-
kich, powtarzalnych i rzetelnych testow bakteryjnych zaliczy¢ nalezy testy wy-
korzystujace bioluminescencj¢ bakterii. Do najczesciej stosowanych nalezg: LU-
MIStox®, ToxAlert, DeltaTox oraz Microtox® [Jakubus i Tatusko 2015]. Ten
ostatni jest czuty na ponad 1300 zwigzkéw chemicznych [Zima 2012]. Do testow
wykorzystujacych bezkregowce nalezag miedzy innymi: Ostratoxkit, Cerioda-
phtoxkit oraz Thamnotoxkit, w ktérych podstawg do badania toksycznosci jest
okreslenie przezywalnosci organizmoéw. Z kolei do wskaznikowych roélin wyz-
szych zalicza si¢ zwykle gatunki ro$lin szybkorosnacych. W testach tych poddaje
si¢ analizie kietkowanie nasion oraz inhibicj¢ elongacji korzenia i pedu, co jest
standaryzowane zgodnie z polskg normg [PN-ISO 11269-1:1998], a takze przy-
rost biomasy i ewentualnie pobranie zanieczyszczen przez korzenie i czgéci nad-
ziemne. W tej grupie biotestow powszechnie wykorzystuje si¢ mikrobiotesty, ta-
kie jak Phytotoxkit, w ktérych analizie podlega inhibicja elongacji korzenia i pe-
déw Sorghum saccharatum, Lepidium sativum oraz Sinapis alba, w stosunku do
préby kontrolne;j.

Badania ekologiczne opieraja si¢ na biomonitoringu z wykorzystaniem orga-
nizmoéw wystepujacych in-situ, w miejscu zanieczyszczenia, oraz ocenie stanu
ekologicznego ekosystemu narazonego na zanieczyszczenie.

Przedstawiony zarys metodyki oceny ryzyka srodowiskowego wskazuje, ze
wazng rolg¢ w tej ocenie powinny spetnia¢ analizy chemiczne i ekotoksykolo-
giczne roztworéw glebowych. Ten aspekt badan moze by¢ szczegdlnie wazny
zwlaszcza w projektowaniu dziatan remediacyjnych, ktére stawiaja za cel nie tyle
oczyszczanie gleb, ile stabilizacje zanieczyszczen w glebie. Do czesto stosowa-
nych zabiegdw remediacyjnych stuzgcych immobilizacji zanieczyszczen nalezy
m.in. wprowadzanie do gleb zanieczyszczonych materii organicznej, co ma na
celu przede wszystkim zwiekszenie powierzchni sorpcyjnej, ale takze poprawe
wlasciwosci fizycznych gleby i jej zyznosci w celu stworzenia warunkéw ko-
rzystnych dla rozwoju mikroorganizméw glebowych odpowiedzialnych m.in. za
udostepnianie sktadnikéw pokarmowych i procesy biotransformacji zanieczysz-
czen organicznych.

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze stosowanie materii organicznej, zwlaszcza
bogatej w niskoczasteczkowe zwigzki organiczne, moze powodowac efekty nie-
pozadane, polegajace na wzroscie rozpuszczalnosci metali ciezkich wskutek mo-
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dyfikacji pH lub tworzenia przez metale potaczen kompleksowych z rozpusz-
czalng frakcja zwigzkow organicznych (DOC) [Bolan i in. 2011; Park i in. 2011;
Wu i in. 2003]. Podobnych efektéw mozna spodziewac si¢ tez wskutek rozktadu
Scidtek [Bolan i in. 2011; Kabata i in. 2014].

Artykut przedstawia wyniki badan nad sktadem chemicznym i wybranymi
wilasciwosciami ekotoksykologicznymi roztworéw glebowych pozyskanych
z gleb sasiadujacych z Hutg Miedzi Legnica w kontekscie oceny ryzyka $rodo-
wiskowego wynikajacego z zanieczyszczenia tych gleb metalami cigzkimi.
Do gleb aplikowane byty dodatki organiczne modyfikujace rozpuszczalno$¢ me-
tali cigzkich.

MATERIALY I METODY

W badaniach wykorzystano pi¢¢ réznie zanieczyszczonych gleb z obszaru za-
lesionego strefy ograniczonego uzytkowania Huty Miedzi Legnica. Do gleb tych
aplikowano dodatki organiczne: trzy rodzaje materiatow organicznych wykorzy-
stywanych w remediacji (wegiel brunatny, kompost, osad $ciekowy) oraz Scidtke
bukowa.

Badania, ktérych przedmiotem byta analiza wtasciwosci chemicznych gleb i
pozyskanych z nich roztworéw glebowych, a takze rozpoznanie ich oddziatywa-
nia na organizmy zywe, obejmowaty dwie serie do§wiadczen:

- doswiadczenie inkubacyjne
- dos$wiadczenie wazonowe.

W doswiadczeniu inkubacyjnym badano dynamike zmian wtasciwosci gleb i
roztworéw glebowych, uwzgledniajac przy tym specjacje metali oraz oddziaty-
wania ekotoksykologiczne, w czasie 1-30 dni po wprowadzeniu do gleb dodat-
kéw organicznych. W doswiadczeniu wazonowym analizowano wptyw zastoso-
wanych dodatkéw na wzrost dwéch gatunkéw traw oraz na pobranie przez nie
metali cigzkich.

Wszystkie doswiadczenia realizowane byty w 3 powtérzeniach.

Materiatl glebowy i dodatki organiczne

Czynnikiem decydujacym o wyborze punktow pobrania probek materiatu gle-
bowego w rejonie Huty bylo zréznicowane zanieczyszczenie gleb miedzig i in-
nymi metalami. Gleby przeanalizowano pod katem podstawowych wiasciwosci
metodami opisanymi w publikacjach szczegétowych autorstwa Cuske i in.
(2016a,b). Okreslono miedzy innymi sktad granulometryczny gleb, zawarto$¢
wegla organicznego, pH, a takze catkowita zawarto$§¢ Cu, Zn i Pb, Dodatkowo
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oznaczono zawarto$¢ rozpuszczalnego wegla organicznego (DOC), oraz koncen-
tracj¢ jonéw wodnorozpuszczalnych.

Do gleb aplikowano trzy rodzaje dodatkéw organicznych stosowanych po-
wszechnie w remediacji. Wegiel brunatny (LG), o dobrych wiasciwosciach sorp-
cyjnych ale kwasnym odczynie, to produkt granulowany, komercyjny, przezna-
czony do uzytkowania w ogrodnictwie, pochodzacy z kopalni Turéw. Kompost
(CO) to produkt wytworzony z odpadéw zielonych z terenu Wroctawia, kompo-
stowany dwuetapowo — przez trzy dni w bioreaktorze, w kontrolowanych warun-
kach dostepu tlenu, a nastepnie pryzmowany przez trzy tygodnie. Osad Sciekowy
(SS), o alkalicznym odczynie, pozyskano z wroctawskiej oczyszczalni $ciekéw
komunalnych w Jankéwku. Osad byt przetwarzany w procesie fermentacji meta-
nowej, a nastepnie wapnowany w celu higienizacji. Jako dodatkowy rodzaj ma-
terii organicznej w do$wiadczeniach wykorzystano nieroztozong $ciétke bukowa
pozyskang ze stanowiska kwasnej buczyny. Podstawowe wtasciwos$ci dodatkow
organicznych okre§lono tymi samymi metodami jak zastosowane w analizach
materiatu glebowego.

Doswiadczenie wazonowe

Gleby bez dodatkéw oraz z dodatkami organicznymi, zastosowanymi w
dawce 5% wagowych, wykorzystano w do§wiadczeniu wazonowym z uzyciem
dwoch gatunkéw traw: kostrzewy czerwonej (Festuca rubra) oraz zycicy trwalej
(Lolium perenne). Po wymieszaniu gleb z dodatkami i tygodniowej inkubacji
(przy wilgotno$ci odpowiadajacej 80% polowej pojemnosci wodnej), w wazo-
nach wysiano trawy. Okreslono procent wschodéw, a po 61 18 tygodniu wegeta-
cji $cieto czesci nadziemne. Nastgpnie pozyskano korzenie. Czesci podziemne
oczyszczono metodg opisang przez Cuske i in. [2014a]. Materiat roslinny nastep-
nie wysuszono i okreslono jego mase oraz zawarto$¢ Cu, Zn i Pb metoda taka
samg jak w przypadku gleb i dodatkéw organicznych. Do walidacji metody ana-
litycznej wykorzystano material referencyjny NCS DC 73348 [Cuske i in.
2016b].

Gleby wykorzystane w do$wiadczeniu wazonowym poddano ekstrakcjom w
0,01M CaCl; oraz 1M NH4NOs [Rauret 1998], celem okreslenia zawartosci form
wymiennych metali cigzkich, uwazanych za aktualnie bioprzyswajalne.

Doswiadczenie inkubacyjne
W doswiadczeniu inkubacyjnym wykorzystano gleby i dodatki w takich sa-

mych ilosciach jak w doswiadczeniu wazonowym. Materiat inkubowano utrzy-
mujac 80% polowej pojemnosci wodnej, a nastepnie, po 1, 2, 7, 14 i 30 dniu
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inkubacji, pobierano roztwory z wykorzystaniem prébnikéw podcisnieniowych
MacroRhizon [Cuske i in. 2014b]. Roztwory glebowe poddano analizom che-
micznym [Cuske i in. 2016a], w ktorych okreslono stezenia Cu, Zn, Pb, a dodat-
kowo takze Ca, Mg i K oraz pH roztworéw. Oznaczono tez stezenia rozpuszczal-
nego wegla organicznego (DOC), oraz azotu amonowego. Uzyskane dane, cha-
rakteryzujace sktad chemiczny roztworédw, wykorzystano w celu okreslenia spe-
cjacji metali cigzkich, z wykorzystaniem modelu dostgpnego w programie Visual
MinteQ v.3.1 [Cuske i in. 2016a].

Roztwory glebowe poddano dwdém testom ekotoksykologicznym: Phytotxkit
(w wersji zmodyfikowanej) [Cuske i in. 2015], z wykorzystaniem nasion dwdch
gatunkow roslin: Sinapis alba i Sorghum saccharatum, w ktérym mierzono inhi-
bicje elongacji korzeni i pedéw, oraz Microtox®, w ktérym analizowano inhibi-
cje bioluminescencji bakterii Vibrio fischeri [Cuske i in. 2016c].

WYNIKI I DYSKUSJA
Wiasciwosci gleb bez dodatkow

Zgodnie z zatozeniem, gleby r6znity si¢ istotnie catkowita zawartoscig Cu, Zn
i Pb, a takze odczynem. Dodatkowo gleby r6znity si¢ znaczaco zawartoscig wegla
organicznego oraz wegla rozpuszczalnego (DOC). Sktad granulometryczny ba-
danych gleb byt zblizony (tabela 1).

Rozpuszczalno$¢ metali ciezkich, a w konsekwencji toksycznos$¢ roztworow
glebowych, uzalezniona byta przede wszystkim od pH tych roztworéw oraz kon-
centracji rozpuszczalnego wegla organicznego (DOC) bedacego wskaznikiem
obecnosci niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych. Najwicksza toksycz-
nos$cig mierzong w tescie Microtox® oraz Phytotoxkit sposréd roztworéw pozy-
skanych z gleb bez dodatkéw charakteryzowaty si¢ roztwory wyekstrahowane
z glebnr 31 2, to jest z gleb o najnizszych wartoéciach pH. Ich roztwory glebowe
charakteryzowaly si¢ najwyzszymi stezeniami miedzi, cynku i olowiu. Podobne
zalezno$ci uzyskano réwniez w wynikach ekstrakcji gleb roztworem 0,01M
CaCly, gdzie stg¢zenia Cu i Zn rosty w szeregu gleb 1-3, zgodnie z malejgcymi
wartosciami pH tych gleb. Wyniki ekstrakcji 1M NH4NO; wykazywaty zalezno$é
odwrotna, to jest trend spadkowy w szeregu gleb 1-3 (tabela 2). Zwigzane to byto
najprawdopodobniej z kompleksowaniem miedzi przez uwalniany amoniak
w ekstraktach z gleb najsilniej zanieczyszczonych (1-2), przy wysokim pH tych
gleb. Dominujagcymi formami metali w roztworach glebowych pozyskanych
z uzyciem prébnikow MacroRhizon, okreslonymi w oparciu o wyniki modelo-
wania, byty wolne jony oraz formy skompleksowane z niskoczasteczkowa mate-
rig organiczng, w uproszczeniu traktowane w modelu jako kompleksy z kwasami
fulwowymi.
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Tab. 1. Podstawowe witasciwosci gleb i dodatkow
Table 1. Basic properties of soils and organic additions

S outs G % udziat frakcji, mm
: zawartosé (Total rupa (share of f - )
Materiat ) Cog, | DOC* | PH | granulo- share of fractions
badawczy w 1M | metrycz-na
(Material) Cu ‘ Zn ‘ Pb KCl | (grainsize | 0,05- |0,002-
g <0,002
mg~kg'1 % g‘kg'l composition) | 2,0 0,05
1 |5180| 368 [1148|0,90 | 0,85 | 7,38 pyi 30 55 15
2 [3732] 295 | 880 | 0,76 | 0,8 | 6,41 pyi 21 58 21
?Sl(fill))y 3 [1686| 174 | 862 | 1,30 | 1,80 | 5,22 pyi 19 59 22
4 | 531 | 94 | 156 | 0,66 | 1,40 | 7,00 pyi 33 54 13
5 1301| 79 | 93 {0,93| 1,60 | 7,15 pyi 31 55 14
LG| 40 | 80 | 42 | 620 0,16 | 4,54
Dodatki CO| 267 |89,7| 34 [240| 2,7 | 6,73
o n.o.
(Additions) | SS | 121 | 319 | 29 |28,0| 423 | 9,61
BL| 25 | 56 | 18 |34,6| 3,7 | 550

LG: wegiel brunatny (lignite); CO: kompost (compost); SS: osad Sciekowy (sewage sludge); BL:
$ciétka bukowa (beech litter), *DOC oznaczony w wodnym ekstrakcie 1:10; m:V (DOC established
in the water extract 1:10; m:V); n.o.- nie oznaczono (not determined); pyi — pyt ilasty (silt loam) -
zgodnie z klasyfikacja uziarnienia PTG 2008 (acc. to grain size classification PSSS 2008)

Wplyw dodatkéw organicznych na wyniki analiz chemicznych gleb
i testow ekotoksykologicznych

O rozpuszczalnosci metali w glebach z dodatkami organicznymi oraz o tok-
sycznosci roztworéw glebowych pozyskiwanych z tych gleb decydowat szereg
wspotdziatajgcych, wzajemnie od siebie zaleznych czynnikow chemicznych.

Tab. 2. Zawartos¢ Cu ekstrahowanej (mgkg™) 0,01M CaCly i IM NH/NO3 w gle-
bach kontrolnych oraz w glebach 7 dodatkami (Srednia z trzech powtdrzen)
Table 2. Content of Cu extractable (mg kg') with 0,0IM CaCly i IM NH/NO;
in control soils and soils with additions (mean of three replicates)

Cu, mgkg!
Dodatek 0.01M CaCl; IM NH:NO;
nr gleby 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
0 0,45 | 1,10 | 3,30 | 0,30 | 0,35 188 80 19,0 | 1,00 1,7

LG 0,40 | 2,15 | 540 | 0,20 | 0,20 140 62 16,0 1,0 0,5
CO 0,85 | 0,80 | 1,60 | 0,40 | 0,30 141 59 30,0 1,0 2,3
SS 6,50 | 5,60 | 4,15 | 1,55 | 0,95 245 167 7,5 7,5 2,70
BL 0,85 1,85 | 495 | 0,65 | 0,40 127 159 16,0 3,0 1,7
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Szczegdtowa analiza czynnikowa efektow rozpuszczalno$ci metali, specjacji
w roztworach i ich toksycznosci wobec réznych organizméw opisana zostata w
kilku pracach [Cuske i in. 2016a,b,c]. Ponizej przedstawiono wybrane przyktady,
ilustrujace efekty oddziatywania opisywanych czynnikow w wyniku aplikacji po-
szczeg6lnych dodatkéw organicznych.

Wegiel brunatny (LG)

Dodatek wegla brunatnego, o kwasnym odczynie, spowodowal zakwaszenie
gleb, zatem nie nastgpita poprawa sorpcji metali ciezkich, a zintensyfikowanie
ich desorpcji do roztworu glebowego, w szczegdlnosci w glebach o najnizszym
pH — tj. glebach nr 2 i 3. Potwierdzaja to rdwniez wyniki ekstrakcji chlorkiem
wapnia, gdzie stezenie metali w ekstraktach z tych gleb po dodaniu LG, byto
wyzsze w porownaniu do préb kontrolnych. Z kolei wyniki ekstrakcji NHsNOs,
wskazaty na nizsze zawartosci rozpuszczalnej miedzi, cynku i otowiu w glebach
z dodatkiem LG w poréwnaniu do gleb kontrolnych (bez dodatkow).

pH: 6,84-7,72 pH: 5,48 - 6,97 450
100 T = o 30 71 L. perenne, F. rubra
A 400 B
Hel I - 25
80 @Microtox N 350
«Cu* \ 20 |_ 300
% 00 <zn® N 3 |2 250
* 1 'E é 200
40 \ ~| €
\ 10 150
20 - N ;+f ™ . 100
\ 50 | . =
0 SSi) A 0 0 W
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Wykres 1. Toksycznosc¢ roztworow glebowych pozyskanych z gleby nr 2 bez dodatku (0)
i z dodatkiem wegla brunatnego (LG). A. Procent inhibicji luminescencji V. fischeri
w tescie Microtox®, na tle stezer wolnych jonow Cu?* i Zn**. B. Stezenie Cu i Zn w

czesciach nadziemnych L. perenne i F. rubra

Figure 1.A: Toxicity of soil solutions extracted from soil No. 2 without amendment (0)
and treated with lignite (LG). A. Percentage of luminescence inhibition of V. fischeri

in Microtox®, related to concentrations of free ions Cu?* and Zn**. B. Cu and Zn con-

centrations in shoots of L. perenne and F. rubra

Dominujacymi formami metali cigzkich w roztworach glebowych byty wolne
jony metali, ktére byly toksyczne w szczegélnosci dla bakterii Vibrio fischeri
wykorzystanych w teécie toksycznosci Microtox® (wykres 1A).
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Nie stwierdzono natomiast silnej toksycznosci tych roztworéw dla roslin wyz-
szych — Sinapis alba i Sorghum saccharatum w tescie Phytotoxkit. Ponadto,
zwigkszone st¢zenia wolnych jonéw miedzi i cynku w roztworach nie wptynety
istotnie na ich akumulacj¢ w cz¢$ciach nadziemnych traw testowych, w poréw-
naniu do préb kontrolnych (wykres 1B) [Cuske i in. 2016c]. Stwierdzono jednak
zwiekszong koncentracje miedzi w korzeniach traw, co §wiadczy o braku trans-
lokacji miedzi miedzy korzeniami a cze¢$ciami nadziemnymi [Cuske i in. 2016b].

Kompost (CO)

Wiyniki ekstrakcji w 0.01M CaCl, wskazuja na mniejsze zawartosci form wy-
miennych metali w glebach z dodatkiem CO w poréwnaniu do gleb kontrolnych.
Podobne zaleznosci wynikaja tez z ekstrakcji 1M NH4NOs. Jednak stezenia me-
tali w roztworach glebowych pozyskanych prébnikami MarcoRhizon byty gene-
ralnie wyzsze (prawie dwukrotnie) w poréwnaniu do stgzen w roztworach gleb
kontrolnych (Wykres 2), z czego zdecydowang wiekszo$¢ (okoto 90%) stanowity
formy skompleksowanych z niskoczasteczkowg materig organiczng (formy FA-
Me).
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Wykres 2. Toksycznosc¢ roztworow pozyskanych z gleby nr 5 bez dodatku (0)

i z dodatkiem kompostu (CO). A. Procent inhibicji elongacji korzeni i pedow Sinapis
alba w tescie Phytotoxkit, na tle stezen form Cu i Zn skompleksowanych ze zwigzkami
organicznymi (FA-Cu i FA-Zn). B. Stezenie Cu i Zn w czeSciach nadziemnych
L. perenne i F. rubra
Figure 2. Toxicity of soil solutions extracted from soil No. 5 without amendment (0)
and treated with compost (CO). A. Inhibition of shoots and roots elongation measured
for Sinapis alba in the test Phytotoxkit, related to concentrations of organically-com-
plexed Cu and Zn (FA-Cu and FA-Zn). B. Cu and Zn concentrations in the shoots
of L. perenne i F. rubra
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Byto to zapewne zwigzane przede wszystkim z aplikacja do gleb dodatkowej
puli DOC obecnego w komposcie [Cuske i in. 2016a]. Wyzszym stezeniom me-
tali w roztworach glebowych w wariantach z CO odpowiadata nieznacznie tylko
(nieistotnie statystycznie) zwickszona toksyczno$¢ roztworéw glebowych dla ro-
slin w tescie Phytotxkit. Mozna zatem sadzi¢, iz formy metali skompleksowane
z rozpuszczalng materig organiczng pochodzaca z CO w tych ilosciach nie sg
toksyczne dla ro$lin wyzszych [Cuske i in. 2016¢]. Nie sg tez szczegdlnie inten-
sywnie pobierane przez trawy, co potwierdzaja wyniki uzyskane w doswiadcze-
niu wazonowym (Wykres 2B) [Cuske i in. 2016b]. Dodatek kompostu nie wpty-
nat istotnie na zwickszenie pobrania miedzi i cynku przez cze$ci podziemne
i nadziemne traw. Natomiast stezenie metali w takich iloSciach w roztworach
byto toksyczne dla bakterii V. fischeri u ktérych zaobserwowano dwukrotnie
wyzszg inhibicje bioluminescencji po aplikacji roztworéw z gleb nr 1, 2,41 5
z dodatkiem kompostu w poréwnaniu do préb kontrolnych.

Osad sciekowy (SS)

Dodatek wapnowanego osadu $ciekowego po fermentacji metanowej spowo-
dowat radykalny wzrost rozpuszczalno$ci miedzi i zasadniczg zmiang obrazu
specjacji miedzi i cynku w roztworach glebowych [Cuske i in. 2016a]. Catkowite
stezenie miedzi w roztworach wodnych pobranych prébnikami MacroRhizon
z gleb najsilniej zanieczyszczonych (nr 1-2) z dodatkiem osadu $ciekowego osig-
gato ekstremalnie wysokie wartosci: 323-669 mg L. W warunkach alkalicznego
odczynu i wysokiego stezenia azotu amonowego, w roztworach glebowych po-
wstaly specyficzne kompleksy amina miedziowe, spos$rdd ktérych najwickszy
udzial (66-86%) miaty kompleksy tetraamina miedziowe Cu(NH;),**. Potwier-
dzeniem powstawania tych kompleksow byta granatowa barwa roztworéw gle-
bowych. Ekstrakcja w chlorku wapnia potwierdza bardzo wysoki udziat tatwo
rozpuszczalnych form miedzi, i jednoczes$nie zmniejszong rozpuszczalnos¢ Zn
i Pb w glebach z dodatkiem osadu $ciekowego w stosunku do gleb kontrolnych.
Z kolei wyniki ekstrakcji gleb 1M NH4NO3 wskazuja na jakoby nizszg rozpusz-
czalno$¢ wszystkich analizowanych metali, to jest Cu, Zn i Pb w glebach z do-
datkiem SS, w poréwnaniu do gleb kontrolnych (z wyjatkiem gleby nr 11 2). Fakt
ten nalezatoby thumaczy¢ tym, iz podczas przebiegu ekstrakcji gleb kontrolnych
takze miato miejsce kompleksowanie miedzi z amoniakiem, ktérego zrédtem byt
sam odczynnik ekstrahujacy.

Gtéwnym czynnikiem zwigzanym z toksycznos$cig roztworow pozyskanych
z gleb z dodatkiem SS, byto bardzo wysokie catkowite stgzenie Cu w roztworach,
zwigzane przede wszystkim z obecnoscig komplekséw Cu(NH;),** [Baba i in.
2014; Cuske i in. 2016c], a takze wysoka wartos¢ pH roztwordw, a takze obec-
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no$¢ amoniaku rozpuszczonego w wodzie NHsz(aq), powstajacego w wyniku ulat-
niania z NHs, ktéry wptywa toksycznie na korzenie roslin [Rochette i in. 2001].
Analiza PCA wykazata, ze pH roztworéw w potaczeniu z wysokim stezeniem
amoniaku byly toksyczne w szczegdlnosci dla korzeni Sinapis alba, z kolei obec-
nos¢ komplekséw Cu(NH;)4** byta istotnie powigzana z toksycznoscia mierzong
w teScie Microtox®, w mniejszym za$ stopniu z inhibicja rozwoju nasion Sor-
ghum Saccharatum. Wykres 3 ilustruje inhibicje elongacji pedéw i korzeni na-
sion Sorghum Saccharatum, po aplikacji roztworéw glebowych z gleby nr 1 bez
dodatku (0) i z dodatkiem osadu $ciekowego (SS), na tle stezenia komplekséw
Cu(NH3)4** w roztworze. Zmniejszenie inhibicji w czasie inkubacji wigzato sig
ze zmniejszeniem st¢zenia komplekséw tetraamina miedziowych w roztworach.
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Wykres 3.Toksycznosc¢ roztworéow glebowych pozyskanych z gleby nr 1 bez dodatku (0)
i z dodatkiem osadu sciekowego (SS) mierzona jako procent inhibicji elongacji korzeni
i pedow Sorghum saccharatum w tescie Phytotoxkit, na tle stezen kompleksow
Ci u( NH 3 )42 +
Figure 3. Toxicity of soil solutions extracted from soil No. 1 without amendment (0)
and treated with sewage sludge (SS). Inhibition of shoots and roots elongation meas-
ured for Sorghum saccharatum, in the test Phytotoxkit, related to the concentrations
of Cu(NH3)42* complexes.

Bardzo wysokie st¢zenia miedzi w roztworach glebowych z gleb nr 1-3 z do-
datkiem SS spowodowaty tez 100% inhibicje elongacji korzeni i pedéw Sinapis
alba oraz 100% inhibicje luminescencji V. fischeri. Jedynie w glebach nr 4-5



Elementy oceny ryzyka srodowiskowego ... 31

(mniej zanieczyszczonych) inhibicja byta stabsza, na poziomie okoto 85%. Do-
datek osadu sciekowego SS do gleb spowodowat réwniez obumarcie traw w gle-
bach nr 1 i 2 w do$wiadczeniu wazonowym, a w przypadku pozostatych gleb
radykalnie ograniczyt biomase traw. Jednak st¢zenia metali w czeSciach nad-
ziemnych i podziemnych tych traw nie réznily si¢ istotnie od préb kontrolnych.

Scidtka bukowa (BL)

Dodatek $ciétki bukowej do gleb spowodowatl nieznaczne zakwaszenie gleb
i roztworéw glebowych, co skutkowato zwigkszeniem stg¢zen wolnych jonéw me-
tali w roztworach glebowych pozyskanych probnikami MarcoRhzion. Podobnie,
jak w przypadku dodatku LG, najwigksze stezenia metali zaobserwowano w roz-
tworach pozyskanych z gleby nr 2, o najnizszym pH, — byly one jednak znacznie
nizsze. Ekstrakcja 0,01M CaCl, potwierdzita zwiekszong rozpuszczalno$¢ metali
w glebach z dodatkiem BL. w poréwnaniu do gleb kontrolnych. Z kolei wyniki
ekstrakcji 1M NH4NOs,wskazywalyby na zmniejszenie rozpuszczalnosci Cu, Zn
i Pb w glebie nr 1 (najsilniej zanieczyszczonej) po dodaniu BL, a wzrost rozpusz-
czalno$ci metali w pozostatych glebach. Analiza PCA wskazuje, Ze toksyczno$é
roztworéw glebowych pozyskanych z gleb z dodatkiem BL byla uzalezniona
przede wszystkim od stezen wolnych jonéw metali — a w szczegdlnosci Cu?*.
Wykres 4 przedstawia efekty ograniczenia luminescencji V. fischeri w tescie Mi-
crotox® na przykladzie gleby nr 4 z dodatkiem BL.

Toksycznos$¢ roztworéw glebowych, mierzona w tescie Phytotoxkit, byta
w przypadku gleb nr 1-3 z dodatkiem $ciétki BL nieznacznie wyzsza niz w gle-
bach kontrolnych, natomiast dla gleb nr 4-5 nie zaobserwowano istotnego staty-
stycznie wzrostu toksycznos$ci. Dodatek $cidtki bukowej wptynat na zwigkszenie
akumulacji metali w lisciach i korzeniach F. rubra w do$wiadczeniu wazonowym
tylko w przypadku gleb 1-3, natomiast w przypadku pozostatych gleb nie stwier-
dzono istotnych réznic. W przypadku L. perenne pobranie metali ciezkich z gleb
z dodatkiem BL nie réznito si¢ istotnie od pobrania metali z gleb kontrolnych,
cho¢ w pojedynczych przypadkach stwierdzono wyzsze zawarto$ci cynku w cze-
$ciach nadziemnych traw po dodaniu do gleb $ciétki, co mozna zapewne tluma-
czy¢ silniejszym lokalnym zakwaszeniem gleby (Wykres 4B).



32 M. Cuske, A. Karczewska
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Wykres 4. Toksycznos¢ roztworow glebowych pozyskanych z gleby nr 4 bez dodatkow
(0) i z dodatkiem Sciotki bukowej (BL). A. Procent inhibicji luminescencji V. fischeri
w tescie Microtox®, na tle stezen wolnych jonow Cu i Zn. B. Zawartosci Cu i Zn
w czesciach nadziemnych L. perenne i F. rubra
Figure 4.A: Toxicity of solutions extracted from soil No. 4 without amendment (0)
and treated with beech litter (BL). A. Percentage of luminescence inhibition of V. fisch-
eri, related to concentrations of free ions Cu?* and Zn**. B: Cu and Zn concentrations
in shoots of L. perenne i F. rubra

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie réznych rodzajéw substancji organicznej do gleb zanieczysz-
czonych miedzig i innymi metalami powodowato istotne zmiany stgzen oraz spe-
cjacji metali cigzkich w roztworach glebowych uzyskanych w do§wiadczeniach
inkubacyjnych. Generalnie, obnizenie wartosci pH gleb wynikajace z wprowa-
dzenia dodatkéw w postaci wegla brunatnego (LG) i $cidtki bukowej (BL), spo-
wodowalo wzrost rozpuszczalno$ci metali [Cuske i in. 2013a,b] i zwigkszenie
stezen wolnych jonéw metali w roztworach, szczegdlnie toksycznych dla mikro-
organizméw [Gadd i Griffiths 1977]. Zwigkszenie stezen wolnych jondw w roz-
tworach nie wptyneto jednak istotnie na pobranie metali przez badane trawy i ich
akumulacj¢ w cze$ciach nadziemnych. W niektérych przypadkach stwierdzono
jednak silng akumulacje¢ miedzi i cynku w korzeniach traw, a efekt ten byt naj-
bardziej widoczny w przypadku gleb nr 1-2 z dodatkiem LG, gdzie w roztworach
glebowych wystepowaty bardzo wysokie stezenia form jonowych, zwigzane z re-
latywnie niskimi warto$ciami pH.

Kolejnym czynnikiem, ktéry przyczyniat si¢ do wzrostu rozpuszczalno$ci me-
tali ciezkich w glebach, i bezposrednio wptywat na toksycznos$¢ roztwordw gle-
bowych, byta aplikacja substancji organicznej bogatej we frakcje rozpuszczalne,
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co powodowato powstawanie rozpuszczalnych komplekséw organicznych me-
tali. Efekt taki, opisywany w literaturze [Alloway 2013; Karczewska i in. 2011;
Rutkowska i Szulc 2014], stwierdzono w szczegdlnosci w przypadku aplikacji do
gleb kompostu CO, a w znacznie mniejszym stopniu, i tylko w glebach najsilniej
zanieczyszczonych — takze w przypadku aplikacji $ciétki BL. Toksycznos¢ tych
potaczen przejawiata si¢ w szczegdlnosci w tescie PhytotxKkit.

Aplikacja do gleb silnie alkalicznego osadu $ciekowego po fermentacji meta-
nowej, higienizowanego wapnem tlenkowym, spowodowata pojawienie si¢ do-
datkowych czynnikéw odpowiedzialnych za radykalny wzrost rozpuszczalno$ci
metali, a w szczeg6lnosci miedzi. Roztwory glebowe zawieraly bardzo wysokie
stezenia kompleksowych jonéw tetraamina- miedziowych i wykazywaly bardzo
silng toksyczno$¢ zaréwno wobec mikroorganizmoéw jak i ro§lin wyzszych [Cu-
ske 1 in. 2016a,c].

Zaréwno stezenia metali w roztworach glebowych, jak i toksyczno$¢ roztwo-
row, dla wszystkich gleb z dodatkami, a takze dla gleb kontrolnych, zmniejszaty
si¢ w czasie inkubacji. Zwigzane to byto najprawdopodobniej z przebiegiem pro-
cesOW wigzania metali z ustabilizowang materig organiczng, to jest poczatkowa
faza stabilizacji zanieczyszczen, okreslanej w literaturze jako ,,aging” lub ,,natu-
ral attenuation” [Ma i in. 2006, Rutkowska i Szulc 2014; Smolders i in. 2009].

Wiyniki ekstrakcji gleb roztworem 0,01M CaCl, generalnie wskazywaly na
wzrost rozpuszczalno$ci metali w glebach z dodatkami w poréwnaniu z glebami
kontrolnymi, a zatem — na mozliwos$¢ pojawienia si¢ w roztworach form bioprzy-
swajalnych. Potwierdzono, ze zawarto$¢ w glebie form metali podatnych na eks-
trakcje 0,01M CaCl; jest dobrym wskazZnikiem rzeczywistej rozpuszczalno$ci
metali i oczekiwanych stezen metali w roztworach glebowych [Novozamsky
1993 Sahuquillo 2003]. Co wiecej, wyniki ekstrakcji CaCl, korespondowaty
z wynikami toksyczno$ci mierzonej w tescie Microtox®, natomiast korelacja
z toksyczno$cig oceniang w testach w Phyotoxkit nie byta satysfakcjonujaca.

Wyniki ekstrakcji gleb roztworem 1M NH4NO3 wskazujg na przydatnos$¢ tego
odczynnika do szacowania stezen form wymiennych Zn i Pb w glebach. Nato-
miast stosowanie tej metody ekstrakcji w celu okreslania zawartosci form aktu-
alnie rozpuszczalnych Cu w glebach o odczynie alkalicznym jest nieuzasadnione.
W przypadku gleb weglanowych, o alkalicznym odczynie, w wyniku ekstrakcji
uwalniane sg nie tylko formy wymienne, ale tez inne formy miedzi, silniej zwia-
zane z fazg stalg gleby, podatne na kompleksowanie z amoniakiem. Warto jednak
zauwazy¢, ze wyniki ekstrakcji gleb weglanowych roztworem 1M NH4NOs; moga
wskazywac¢ na potencjalne zagrozenia zwigzane z mozliwym uwalnianiem mie-
dzi do roztworu glebowego z takich gleb w warunkach zwigkszonej podazy jo-
néw amonowych, np. w wyniku nawozenia mineralnego lub organicznego albo
intensywnego rozkladu substancji organiczne;j.
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WNIOSKI

Przeprowadzone badania wskazujg na zasadnos¢ stosowania tagczonych metod
badan, uwzgledniajacych analizy chemiczne i testy ekotoksykologiczne, w oce-
nie ryzyka srodowiskowego dla obszaréw zanieczyszczonych metalami cigzkimi.

W celu oceny faktycznego ryzyka srodowiskowego zwigzanego z obecnoscia
metali cigzkich w glebie, nalezy uwzgledni¢ analizy chemiczne i ekotoksykolo-
giczne rzeczywistych roztworéw glebowych. Narzedziem przydatnym do pozy-
skiwania takich roztworéw sg prébniki MarcoRhizon.

Toksycznos¢ roztworéw glebowych w glebach zanieczyszczonych metalami
ciezkimi uzalezniona jest zarowno od stezenia jak i specjacji metali w roztwo-
rach. Wolne jony metali, ktérych stezenie ro$nie wraz z obnizaniem wartosci pH,
s toksyczne szczeg6lnie dla mikroorganizméw, co potwierdzity wyniki testow
Microtox®. Natomiast toksyczno$¢ metali dla roslin zwigzana jest zaréwno ze
stezeniem form jonowych jak i form skompleksowanych z rozpuszczalng materig
organiczng w roztworach.

Zabiegi remediacyjne na glebach zanieczyszczonych metalami ci¢zkimi, rea-
lizowane poprzez aplikacje materii organicznej w postaci przetworzonych odpa-
déw organicznych, ale takze procesy transformacji $cidtek lesnych w takich gle-
bach, moga powodowac niepozadane skutki uboczne polegajace na wzroscie roz-
puszczalno$ci metali cigzkich. Dlatego dziatania zwigzane z introdukcja materii
organicznej do gleb zanieczyszczonych powinny by¢ poprzedzone komplekso-
wymi badaniami identyfikujagcymi potencjalne ryzyko srodowiskowe. Wpraw-
dzie efekty wzrostu rozpuszczalno$ci metali sg przejsciowe, niemniej jednak
mogg one radykalnie zaburzy¢ funkcjonowanie szczegdlnie wrazliwych sktadni-
kéw ekosystemow.

PODZIEKOWANIA
Autorzy publikacji dziekuja KGHM Polska Miedz S.A.za wyrazenie zgody na

pobranie materiatu badawczego oraz na prowadzenie badan w obszarze strefy
ograniczonego uzytkowania w rejonie Huty Miedzi Legnica.
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ELEMENTS OF ENVIRONMENTAL RISK ASSESSED
FOR ORGANIC MATTER-AMENDED SOILS CONTAMINATED
WITH HEAVY METALS IN THE SURROUNDINGS
OF COPPER SMELTER

Summary

The paper presents the results of chemical and ecotoxicological studies
carried out with five soils collected from the area contaminated with heavy
metals, located in the immediate vicinity of the Copper Smelter-Legnica,
as well as the results of analyses focused on the properties of soil solutions.
Such research should be considered as basic in environmental risk assess-
ments for contaminated areas. Additionally, organic additives commonly
used in remediation were added to soils. The study involved additionally
the effects of soils amendment with organic matter, commonly used in soil
remediation, on the solubility and ecotoxicity of heavy metals. Some
of amendments, in particular alkaline sewage sludge, caused a drastic in-
crease of copper solutility, which was directly associated with the level
of environmental risk.

Key words: soil solution, MacroRhizon, speciation, solubility, extraction, ecotoxicology



