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ZMIANY TOKSYCZNOSCI GLEBY SKAZONEJ
TRINITROTOLUENEM PODDANEJ PROCESOM
REMEDIACJI EKSTRAKCYJNEJ | BIODEGRADACJI

Olbrzymie zapotrzebowanie na materialy wybuchowe kruszace doprowadzito do skazenia
srodowiska trinitrotoluenem. Zneutralizowanie ryzyka Srodowiskowego, jakie niesie ze soba jego
depozycja staje si¢ bardzo istotne. Przedmiotem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu
remediacji ekstrakcyjnej oraz biodegradacji na zmiany toksyczno$ci gleby skazonej trinitrotoluenem
oraz innymi zwiazkami nitroaromatycznymi. Testy przeprowadzone z wykorzystaniem bakterii
luminescencyjnych wykazaly wysokg toksyczno$¢ skazonej gleby, szczegdlnie jej najdrobniejszych
frakcji. Pomimo przeprowadzonej wieloetapowo remediacji ekstrakcyjnej toksyczno$¢ ta spadia
jedynie nieznacznie, zauwazalne zmiany toksyczno$ci zanotowano jednak dla prob poddanych
procesom biodegradacji, przy czym wzrosta ona dla proby wzbogaconej w substancje odzywcze.

1. WPROWADZENIE

Produkcja materiatow wybuchowych na wielka skale od dziesigcioleci prowadzita
do zanieczyszczenia srodowiska. Sposrod wszystkich zwigzkow
wysokoenergetycznych najwigkszy problem stanowig zwiazki nitroaromatyczne,
a zwlaszcza trinitrotoluen (TNT). Jego wytwarzanie wymaga duzych ilo$ci wody
w celach oczyszczania. Powstale w ten sposob $cieki, zwane czerwona woda
zawieraja do 30 innych zwigzkéw nitroaromatycznych, wlaczajac w to réwniez
zwiazki wybuchowe [1]. Produkcja TNT niesic ze sobg duze zagrozenie
toksykologiczne, ktorego niwelacja staje si¢ koniecznoscig i obowigzkiem.

W niniejszej pracy badaniom poddano glebg¢ skazong gtéwnie trinitrotoluenem,
dokonujgc oceny toksykologicznej jej najbardziej pylistych frakcji oraz probek przed
i po procesach biodegradacji i remediacji ekstrakcyjnej.

* Politechnika Wroctawska, Instytut Inzynierii Ochrony Srodowiska, ul Wybrzeze Wyspianskiego,
grzegorz.pasternak@pwr.wroc.pl.
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2. MATERIALY Il METODY

Probki badanych gleb pobrane zostaly z glebokosci 20 cm z terenéw skazonych
zwigzkami nitroaromatycznymi (Woj. Dolnoslgskie, Polska). Probki wysuszono
i przesiano przez sito o $rednicy oczek rownej 2 mm. Zawarto$¢ zanieczyszczen
w glebie zostala oceniona grawimetrycznie po ich uprzedniej ekstrakcji przy uzyciu
dichlorometanu, st¢zenie TNT zmierzono przy uzyciu zestawu D TECH TNT Test Kit
(Strategic Diagnostics Inc., Newark, USA) zgodnie z dostarczong przez producenta
instrukcja. Podstawowe wlasciwosci badanej gleby zawarto w tabeli 1.

Do bioremediacji gleb zastosowano inokulant w postaci zawiesiny sporzadzony na
bazie mikroorganizméw autochtonicznych. Z obu gleb wyizolowano czyste szczepy
bakterii — 14 z gleby D oraz 13 z gleby T, przed eksperymentem hodowano je na
agarze odzywczym. Po 72 godzinnej inkubacji biomase z kazdej plytki zbierano
i doprowadzano do gesto$ci optycznej (ODgog) réwnej 0.6 przy dtugosci fali 600 nm.
W pierwszej fazie eksperymentu probki doprowadzono do wilgotnosci 50% WHC
z wykorzystaniem: wody destylowanej (kontrola 2), podtoza mineralnego Siskinej
i Trocenko [2] oraz przygotowanych inokulatéw bakteryjnych. W trakcie 60 dniowej
inkubacji w 25°C, wilgotno$¢ utrzymywano na tym samym poziomie przy uzyciu
wody destylowanej. Po procesie biodegradacji oznaczono zawarto§¢ TNT
w probach gleby inokulowanej oraz nieinokulowanej (proby z woda destylowana), po
czym dokonano oceny toksyczno$ci z wykorzystaniem metody Microtox.

Aby dokona¢ oceny toksyczno$ci poszczegdlnych frakcji gleby, przesiewano ja
przez sita o $rednicach oczek 0,1; 0,3 oraz 1,2 mm uzyskujac w ten sposob frakcje
o S$rednicach znajdujacych si¢ w przedziatach < 0,1 mm, 0,1-0,3 mm oraz
0,3-1,2 mm.

Remediacje¢ ekstrakcyjng prowadzono w szeSciu etapach, kazdy z nich obejmowat
wytrzasanie frakcji gleby o $rednicy czastek ponizej 1,2 mm w szklanych kolbkach
przez 24 godziny. Nastepnie zawiesing glebowa dekantowano, a uzyskany w ten
sposob material wirowano przez 10 minut przy predkosci 12000 rpm w temperaturze
20°C, aby zapobiec wytracaniu si¢ TNT. Supernatant filtrowano przez saczek
bibutlowy, a nast¢pnie przez filtr bakteriologiczny 0,45um. Wszystkie proby byty
wazone, a powstaly ubytek wody uzupetniany byt do tej samej masy, znajdujacy si¢
W probowce osad zawracany byt ponownie do kolbek.

Wszystkie ekstrakty wodne, w ktérych oznaczano toksyczno$¢ uzyskiwane byty
W sposob analogiczny jak w przypadku remediacji. Gleba wytrzasana byta w proporcji
10 g suchej masy do 20 ml wody destylowanej.

Toksyczno$¢ ekstraktow byta mierzona wzgledem Vibrio fisheri — bakterii
luminescencyjnych, u ktérych spadek intensywnosci luminescencji jest wynikiem
toksycznosci badanego materiatu. Oznaczen dokonano metoda Microtox (Strategic
Diagnostics Inc., Newark, USA) z wykorzystaniem testu ,basic test” zgodnie
z instrukcjami dostarczonymi przez producenta.
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3. WYNIKI

Warto$¢ pH badanej gleby pozwolita zaklasyfikowa¢ ja do gleb kwasnych, co
zapewne bylo rezultatem uwalniania azotanow i azotynéw w trakcie biodegradacji
zwigzkow nitroaromatycznych. Na podstawie analizy granulometrycznej badang glebe
zaklasyfikowano do piaskdw S$rednich. Zawarto§¢ TNT w glebie oznaczono na
poziomie 100 mg kg™ natomiast ilo§¢ zwiazkéw ekstrahowanych dichlorometanem na
poziomie 2644 mg kg™.

Tab 1. Wybrane wiasciwo$ci badanej gleby

Wiasciwo$é Jednostka | Gleba D
Zwiazki ekstrahowalne dichlorometanem | mg kg™ 2644
TNT mg kg 100
pH w H,0 5,74
w KCI 5,13
Piasek % 95
Frakcja ilasta % 3
Pyt % 2

Badang glebe rozdzielono na frakcje zawierajgce ziarna o $rednicy zawierajacej si¢
w trzech przedzialach. Zmierzone wartoSci ECsy wykazaly, ze najwicksza
toksycznoscia charakteryzowaly si¢ najdrobniejsze, najbardziej pyliste frakcje gleby.
W przypadku frakcji ponizej 0,1 mm oraz frakcji 0,1-0,3 mm nie zaobserwowano
znaczacej roéznicy uzyskanych wartosci 1 wynosity one 36 oraz 38%. Znaczng réznice
zaobserwowano jednak w przypadku frakcji 0,3-1,2 mm gdzie wartosci ECs
ksztaltowaty sie na poziomie 52% (rys. 1).

Gleba poddana byta wielokrotnej ekstrakcji z wykorzystaniem wody destylowane;j
jako ekstrahentu. W pierwszych trzech etapach obserwowano nieznaczny spadek
toksycznosci badanych ekstraktow, ktora malata w przedziale od 50 do 52%, Kolejne
trzy dni eksperymentu przyniosty wzrost toksycznos$ci, czego wynikiem byt spadek
uzyskanych wartosci ECso do poziomu 41% w ostatnim, széstym etapie remediacji
(rys. 2).

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wazonowego zaobserwowano
znaczny spadek zawarto$ci trinitrotoluenu w glebie na skutek biologicznego rozktadu
zanieczyszczen. Gleba wyjsciowa przed bioremediacjg zawierala TNT w Stezeniu
100 mg kg™. Poddanie jej procesom biodegradacji doprowadzito do 70% spadku
zawarto$ci trotylu w przypadku probki Dy — gleby nieinokulowanej, oraz 85%
w przypadku prébki D; — gleby inokulowanej (rys. 3).
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Rys. 2. Zmiany toksycznosci gleby spowodowane wielostopniowg ekstrakcjg z wykorzystaniem wody
destylowanej

Konsekwencja biodegradacji byt nie tylko spadek zawartosci trinitrotoluenu
W poszczegolnych probkach gleby, ale rowniez toksycznosci jej ekstraktow. Podczas
gdy probe kontrolng charakteryzowata toksyczno$¢ na poziomie ECsy = 50%,
zanotowano znaczny spadek toksycznos$ci ekstraktu do poziomu 71% w glebie Dy
(nieinokulowanej). Zastanawiajacy jest fakt, ze pomimo najwigkszego spadku stezenia
TNT w glebie inokulowanej w przypadku probki D; spadek toksycznosci jej ekstraktu
byt mniejszy o 12% i osiagnat wartos¢ 59%.
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Rys. 3. Zawarto$¢ TNT w glebie oznaczana metoda immunoenzymatyczng. Kon — gleba przed procesami
biodegradacji, k — proba z woda destylowana, i — préba z inokulum
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Rys. 4. Zmiany toksycznosci gleby spowodowane biodegradacja zwiagzkoéw nitroaromatycznych

4. DYSKUSJA

Poszczegblne frakcje gleby charakteryzowata zrdznicowana toksyczno$é,
najwicksza dla frakcji o najmniejszych $rednicach, co jest efektem zwigkszonej
powierzchni czynnej czastek mineralnych wraz ze spadkiem S$rednicy przy
zachowaniu tej samej masy proby. Brak znaczacej roéznicy pomig¢dzy toksycznosciag
najdrobniejszych czastek moze by¢ spowodowany zrdéznicowanym udzialem
i charakterem glebowej materii organicznej w poszczeg6lnych frakcjach, co
w przypadku tatwo adsorbowanego przez prochnice TNT [3] moze mie¢ kolosalne
znaczenie. Te najbardziej pyliste frakcje gleby niosg ze sobg bowiem najwicksze
ryzyko dla organizmow zywych.

Remediacja ekstrakcyjna doprowadzita do niewielkich zmian toksycznosci
w pierwszym jej okresie — pomimo dwukrotnego nadmiaru wody w stosunku do gleby
toksyczno$¢ ekstraktéw malala w niewielkim stopniu, co ponownie wskazuje na
istotng rolg silnej sorpcji TNT na powierzchni potaczen mineralno — organicznych.
W ostatnim okresie remediacji toksyczno$¢ rosta w kazdym kolejnym etapie procesu
wymywania. Wynik taki wskazuje na postep biodegradacji probek inkubowanych
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w warunkach sprzyjajacych rozwojowi mikroorganizméw. W kazdym etapie
wymywania komorki byly zawracane do proby wraz z peletem, ktory stanowity
czastki gleby, ze wzgledu na zastosowana duza predkos¢ wirowania. Powstate
w wyniku biodegradacji metabolity charakteryzowaé si¢ mogly zwigkszong
toksyczno$ciag w poréwnaniu do substratu wyjsciowego, co zostalo potwierdzone
rowniez przez innych autorow [4].

Potwierdzajg to takze wyniki uzyskane w badaniach nad wptywem bioremediacji
na toksyczno$¢ gleb skazonych materiatami wybuchowymi. Stwierdzono w nich, ze
wzrost efektywnoS$ci biodegradacji nie przektadal sie na obnizenie toksycznos$ci gleb.
Wskazuje to na wazrost roli toksycznych metabolitow lub produktow reakcji
chemicznych w uktadach bedacych sumami czynnikow: skladniki podtoza —
mikroorganizmy — reakcje chemiczne — reakcje fotochemiczne, na co wskazywatly
réwniez inne wyniki badan podjetych przez autordw niniejszej pracy [5].

4. WNIOSKI

Badana gleba charakteryzowata sie wysoka toksycznosScig, a jej najdrobniejsze
frakcje stanowia zagrozenie dla organizméw zywych.

Przemiany zachodzace w glebie w wyniku proceséw mikrobiologicznych lub
abiotycznych mogg prowadzi¢ do zwigkszenia ryzyka zwigzanego ze skazeniem gleb
ZWigzkami nitroaromatycznymi.

Remediacja ekstrakcyjna prowadzi do zuzycia znacznych ilosci wody nie
rozwigzujac jednoczesnie problemu toksycznos$ci, podczas gdy, prowadzona w prosty
sposob biodegradacja prowadzi do znacznego jej spadku.
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TOXICITY CHANGES OF SOIL CONTAMINATED WITH EXPLOSIVES DURING EXTRACTIVE
REMEDIATION AND BIODEGRADATION PROCESSES

Explosives’ use on a big scale caused the great contamination of the environment with nitroaromatic
compounds. Therefore the neutralization of the environmental risk associated with its deposition in the
environment has become a matter of a great importance. Such neutralization can be achieved by different
treatment methods. In this study we assessed the influence of remediation and bioremediation methods on
toxicity of soil in assay with Vibrio fisheri. The extractive remediation resulted the increase of toxicity
when the controlled biodegradation significantly decreased it.

288



