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1.  Wstep i cel pracy

Biotechnologiczne metody unieszkodliwiania odpadow pestycydowych nie sg powszech-
nie stosowane, mimo ze udokumentowano wielokrotnie zdolnos¢ mikroorganizmoéow do biode-
gradacji substancji aktywnych pestycydow (Biziuk 2001; Strong i in. 2002; Scott i in. 2008).
Do utylizacji odpadoéw pestycydowych stosowane sg najczesciej metody termiczne. Jednak to
metody ,,ckologiczne” sg zalecane do utylizacji odpadow podlegajacych biodegradacji (Uchwala
Rady Ministrow z dnia 24 grudnia 2010 r. w sprawie ,,Krajowego planu gospodarki odpa-
dami 2014”). Biologiczne metody utylizacji organicznych polutantow Stosowane sa gtownie
do usuwania niewielkich stezen zwigzkow chemicznych w glebie, wodzie lub $ciekach. Zaleta
metod biologicznego unieszkodliwiania niechcianych substancji jest ich rozktad do zwigzkoéw
neutralnych dla srodowiska, tzn. do soli mineralnych, wody i ditlenku wegla. Oczywiscie produk-
ty reakcji biochemicznych mogg by¢ rézne, w zaleznosci od ukierunkowania procesu (Réozanski
1992; Ralebitso i in. 2002). Srodki ochrony rolin to réznorodna grupa chemikaliow, jednak
mikroorganizmy to tez ogromna pula komorek 0 urozmaiconych wiasciwosciach. Wiele
izolatbw mikroorganizmow (stosowanych w postaci szczepionek jedno- lub wielosktadni-
kowych) jest w stanie biodegradowa¢ efektywnie i w petni Kilka substancji aktywnych pesty-
cydow (Strong iin. 2002; Scott iin. 2008). Metody biotechnologicznej utylizacji (réwniez
w kombinacji z metodami chemicznymi) sg alternatywne dla metod termicznych, ktore budza
kontrowersje spoteczne. Dlatego poszukiwanie mikroorganizméw tatwych i tanich w hodowli,
a jednocze$nie zdolnych do biodegradacji kilku substancji aktywnych, daje szans¢ na coraz
czestsze wdrazanie do przemyshu metod ,,przyjaznych” dla srodowiska.

Do badan wybrano herbicyd Azotop 50 WP, poniewaz decyzja Komisji Europejskiej
(Decyzja Komisji z dnia 10 marca 2004 r. dotyczgca niewlqczenia symazyny do zalgcznika |
do dyrektywy Rady 91/414/EWG) zostat wycofany z obrotu handlowego w krajach nalezacych
do Unii Europejskiej. Azotop 50 WP pozyskano z prywatnego gospodarstwa rolnego, w ktérym
byt magazynowany wraz z innymi nieprzydatnymi §rodkami, stanowigc potencjalne zagroze-
nie dla srodowiska. Poniewaz Symazyna jest substancjg podlegajaca biodegradacji (Rézanski
1992), podje¢to probe utylizacji tego ksenobiotyku drogg biologiczna.

Celem niniejszej pracy byta ocena:

— oddzialywania symazyny (Azotopu 50 WP) na mikroorganizmy (zasiedlajace zrozni-
cowane siedliska), na ich liczebno$¢ i aktywnos¢ metaboliczna;

— rozprzestrzenienia w srodowisku mikroorganizmoéow biodegradujacych symazyne;

— przebiegu biodegradacji symazyny po zastosowaniu wyselekcjonowanych, testowanych
pojedynczo i w zespotach, szczepéw mikroorganizmow.






2.  Przeglad literatury

Mikroorganizmy srodowiskowe, przede wszystkim bakterie, archeony i grzyby, stano-
wig istotne (moze nawet najwazniejsze) ogniwo tancucha troficznego, poniewaz sg obecne
W kazdej naturalnej biocenozie na Ziemi (Kunicki-Goldfinger 2007; Dzik 2011). Zycie na
naszej planecie nie mogloby istnie¢ W obecnej postaci bez udzialu mikroorganizméw. Sa niezas-
tapione, poniewaz odgrywaja gldéwng role w obiegu pierwiastkoéw, W tym makroelementow
niezbednych do zycia organizméw wyzszych (Btaszczyk 2010). Przez miliardy lat bakterie
(prakomorki) funkcjonowaty w skrajnie réznych warunkach §rodowiskowych i przezywajac
mniejsze lub wigksze kataklizmy, pozostawaty na Ziemi, ewoluowaty, by ponownie ja opano-
wywac (Schopf 2006; Van Andel 2010). Powszechnie uwaza si¢ (Szczegdlnie w mediach),
ze obecnie trwa era cztowieka, ale czy na pewno? Trudno oceni¢, kto lub co odnosi zwycies-
two w ,,wyscigu zbrojen” na polu medycyny (Krzanowska i in. 1997; Salyers i Whitt 2010),
czy cztowiek moze obejs$¢ si¢ bez mikroorganizmow, bo jak wiemy z cala pewnoscia, mikro-
organizmy bez cztowieka ,,radzg” sobie znakomicie. Rowniez pod wzgledem ilosci i wszechobec-
nosci mikroorganizmy opanowaty Srodowisko. Wystepuja zarowno w ekstremalnych (dla innych
organizméw) warunkach srodowiskowych (Btaszczyk 2008; Beblo i in. 2009; Jaeschke i in. 2012),
jak i licznie opanowuja powszechnie dostgpne miejsca: gleby, zbiorniki wodne, wody ptyng-
ce, wnetrza organizméw i ich powloki, a takze powietrze (Bradford i in. 1994; Taylor 2003;
Tsapko i in. 2011; Michaud i in. 2012; Griffiths i Philippot 2013; Shen in. 2013).

Cztowiek wykorzystuje mikroorganizmy w ro6znych celach (ryc. 1). Podgladajac natu-
ralnie zachodzace w srodowisku procesy, takie jak: samooczyszczanie si¢ wod, powstawanie
gleby, prochnicy glebowej, rozktad szczatkow roslinnych i zwierzgeych, mineralizacj¢ zwigz-
koéw organicznych, jest w stanie nasladowac przyrodg, intensyfikowaé procesy, zamykaé je
w instalacjach, ukierunkowywa¢ metabolizm organizmoéw (Klimiuk i Lebkowska 2003). Przykta-
dami wykorzystania mikroorganizméw W szeroko pojetej ochronie srodowiska sa: biologiczne
oczyszczanie $ciekow (Bartkiewicz 2002; Kornaros i Lyberatos 2006; Miyahara i in. 2010),
kompostowanie odpadéw pochodzenia organicznego (Lacey 1997; Sugumar i in. 2012), inak-
tywacja patogenow roslinnych (Martyniuk 2011; Solanki i in. 2012; Vorholt 2012), ochrona
sadzonek roslin (mikoryzacja) (Castillo iin. 2006), bioremediacja terendw zanieczyszczonych,
np. substancjami ropopochodnymi (Rojas-Avelizapa i in. 1999; Kucharski i in. 2011; Hawrot-
-Paw i Nowak 2012), biotugowanie metali z osadow $ciekowych i rud metali (Dhal i in. 2010;
Gadd 2010; Sharma i in. 2012), biodesulfuryzacja wegla i ropy naftowej (Li i in. 2009; Pandey i in.
2005; Irani i in. 2011), biofiltracja (Ralebitso-Senior i in. 2012). Gtéwna rolg w przetwarzaniu
materii organicznej odgrywaja procesy biochemiczne, katalizowane przez enzymy mikroorga-
nizmow, miedzy innymi: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy, ligazy
I wiele innych (Grigulis i in. 2013). Posiadajac takie ,,narzedzia”, mikroorganizmy sg w stanie
wykorzystaé zard6wno naturalng, jak I przetworzong przez czlowieka materi¢ jako zrodto
makroelementow i energii. Od wielu lat wykorzystuje si¢ drobnoustroje, przede wszystkim
bakterie lub ich enzymy, do biodegradacji zwiazkow trwatych, toksycznych dla organizméw
zywych (Guenzi i Beard 1967; Swisher 1967; Nishino i Spain 1993; Kulkarni i Chaudhari



2006), w zwiazku z czym mozliwe jest rowniez wykorzystanie ich do unieszkodliwiania orga-
nicznych odpadow pestycydowych (Stobiecki i in. 1998; Biziuk 2001; Liberatore i in. 2012).
Wykorzystanie mikroorganizmow do biodegradacji tego rodzaju odpadow jest znikome, ponie-
waz czegsciej stosowanym sposobem unieszkodliwiania jest utylizacja termiczna (Stobiecki
i Sitowiecki 1997; Podgorska 2000; Karstensen iin. 2006). W zasadzie nie ma rozwigzania
alternatywnego dla spalania, ktore jest szybkim sposobem pozbycia si¢ toksycznego tadunku
ze srodowiska, jednak wtasnie metody ,,ekologiczne” sg zalecane do redukcji ilosci odpadow
(Uchwata Rady Ministréw z dnia 24 grudnia 2010 r. w sprawie ,,Krajowego planu gospodarki
odpadami 20147, Uchwata Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dnia 22 maja 2009 r. w sprawie
przyjecia dokumentu ,,Polityka ekologiczna Panstwa W latach 2009-2012 z perspektywq do
roku 2016).

Biodesulfuryzacja
wegla kamiénnego
1 fopy naftowej
Bioremediacja Biotugowanie metali
terenow skazonych X\ T /' zrud, odpadow

" Ochrona roslin,

Progu(lfc(l:g) % (li)é%gazu biokontrola
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Ryc. 1. Przyktady wykorzystania mikroorganizméw w r6znych dziedzinach w szeroko pojetej
ochronie srodowiska

Odpady pestycydowe (w tym wszystkie, ktore zawierajg symazyng) to bezuzyteczne
srodki ochrony roslin (przeterminowane lub zdyskwalifikowane na podstawie badan jakosciowych)
oraz zuzyte opakowania po $rodkach ochrony roslin, skazona odziez ochronna, skazona gleba,
woda | materiat roslinny, zaklasyfikowane do tzw. odpadéw niebezpiecznych (Rozporzgdzenie
Ministra Srodowiska z dnia 27 wrzesnia 2001 r. W sprawie katalogu odpadéw). Do 30 czerwca
2010 roku w Polsce zlikwidowano tacznie 180 mogilnikow zawierajacych okoto 16,4 tys. Mg
odpadéw pestycydowych oraz 97 magazyndw zawierajacych 0,54 tys. Mg tych bezuzytecz-
nych srodkdw ochrony roslin. Obecnie na terenie kraju funkcjonuje jedna instalacja do termicz-
nego unieszkodliwiania odpadow, W tym niebezpiecznych, do ktorych zaliczaja si¢ takze odpady
pestycydowe (Uchwata Rady Ministrow z dnia 24 grudnia 2010 r. w sprawie ,,Krajowego planu
gospodarki odpadami 2014”). Generalnie gospodarka odpadami pestycydowymi w Europie
jest pod kontrolg (Stobiecki i Waleczek 2004). Najgorzej pod wzglgdem utylizacji odpadow
pestycydowych jest w Etiopii, Somalii, Tanzanii, Botswanie, Mali, na Madagaskarze, w krajach,
w ktorych nie zwraca si¢ uwagi na bezpieczenstwo ludzi. Poza tym kraje Trzeciego Swiata sa
miejscami zbytu toksycznych tadunkow, co zwigzane jest z korzysciami finansowymi ,,kontra-
hentéw” takich praktyk (Naidoo i Buckley 2003; Martinez 2004; Dalvie i in. 2006).

Do konca czerwca 2007 r. wycofano w Polsce z obrotu handlowego ponad 55% substancji
aktywnych (w tym pochodne s-triazyny), podlegajacych przegladowi. Decyzje o wycofaniu



wielu z nich podjeto wlacznie na podstawie kryteriow formalnych, zwigzanych z niedostar-
czeniem wymaganych wynikow badan, ktérych wysokie koszty spoczywajg na producentach
tych srodkow (Matyjaszczyk 2008). Jednak pochodne s-triazyny (atrazyna i symazyna) stanowity
zagrozenie dla srodowiska (Hayes i in. 2002, 2003). Azotop 50 WP (zawierajacy symazyng),
zaliczany do herbicydow 0 dziataniu ukladowym, nalezal do IV klasy toksycznosci. Okres
potowicznego rozpadu symazyny w glebie waha si¢ od kilkudziesigciu do kilkuset dni
(Nowak 1995; Barra-Caracciolo iin. 2005; Gregorczyk i Swarcewicz 2012). Jako herbicyd
triazynowy tatwo migruje w profilu glebowym (Biziuk 2001). Symazyna i atrazyna cechuja
si¢ szybkim przenikaniem do wod gruntowych, przez co staja si¢ szczego6lnie niebezpieczne
dla fitoplanktonu i catych biocenoz (Ktodka i Nowak 2006). Réwniez badania innych wihasci-
wosci mikroorganizmoéw, np. zdolnosci do wydzielania enzymow glebowych, wskazujg na istot-
ny wplyw herbicydéw triazynowych na organizmy glebowe. Dtugoletnie stosowanie srodkow
ochrony ro$lin (w tym herbicydéw z atrazyng i symazyna) w sadach jabtoniowych spowodo-
wato zmniejszenie aktywnos$ci badanych enzymow glebowych, dehydrogenaz, fosfataz, ureaz,
proteaz (Bielinska i Pranagal 2007).

Jak nalezy rozumie¢ odpornos¢ (wrazliwo$¢) organizmow na dziatanie danego czynnika?
Organizmy mogg reagowac na czynniki pochodzenia naturalnego lub antropogenicznego na
trzy sposoby. Moga nie odczuwac ich wptywu (sa odporne, tolerujg je). Po kontakcie z czynni-
Kiem reaguja zmniejszeniem warto$ci danego parametru (sg wrazliwe) lub jego zwigkszeniem
(czy sa wtedy odporne?). Trudno stwierdzié, Czy zwigkszenie wartosci parametru jest jedno-
znaczne z odpornoscig na dany czynnik. Bodziec zadziatat na organizm i zmienit jego charak-
terystyke, a wedtug definicji w Stowniku jezyka polskiego (1982) ,,odporny” to ,,[...] niepoddajacy
si¢ dziataniu czegos [...]”.

Termin ,,odporno$¢” nie jest utozsamiany z jedna konkretng cecha organizméw; ma szero-
kie znaczenie. Moze charakteryzowa¢ zar6wno wiasciwosci pojedynczych organizméw (takie
jak wzrost, rozmnazanie, aktywnos$¢ enzymatyczna), jak iich catych populacji (np. liczeb-
nos¢, zawartos¢ biomasy mikroorganizméw, zawarto$¢ enzymow glebowych). Na podstawie
badan pojedynczych izolatéw mikroorganizmoéw, pod wzgledem odpornosci na ksenobiotyk,
nie jest mozliwe prognozowanie jego wptywu na catg mikrobiocenoze. W §rodowisku wyste-
puja miliardy komorek, a przebadanie reakcji kilku, a nawet kilkudziesieciu szczepéw nie wystar-
czy do sformutowania daleko idgcych wnioskow. Dlatego badania cech ilosciowych, dotycza-
cych catej populacji mikroorganizmow danego siedliska, sa przydatne do oceny szkodliwosci
okreslonego czynnika. Kierunek zmian, ktore moga nastapi¢ w ekosystemie po ekspozycji na
dany ksenobiotyk, okreslajg parametry ogdlne, na przyktad metabolizm gleby, profil enzyma-
tyczny matrycy $rodowiskowej, liczebnos¢ poszczegdlnych grup systematycznych mikroorga-
nizmoéw. Oczywiscie nie ma doskonatej metody badawczej; blad mozna popetni¢ zaréwno
w trakcie realizacji kazdego rodzaju badania, jak i po nim, np. podczas formutowania wnioskow.
Wielu autorow (Przybulewska i Taborska 2008; Hawrot-Paw 2011; Zhang i in. 2011; Fang
I in. 2012) bada odpornos¢ (wrazliwos$c) na czynniki Srodowiskowe pojedynczych szczepow
i catych mikrobiocenoz.

Wracajac do tematu wptywu pochodnych s-triazyny na organizmy, jako ciekawostke
mozna przytoczy¢ to, ze W ostatnim dziesigcioleciu naukowcy stwierdzili negatywny wplyw
atrazyny na rozrodczo$¢ zwierzat. Badacze z wielu krajow w migdzynarodowej publikacji
(Hayes i in. 2011) dowodza, ze ekspozycja na atrazyng pocigga za sobg dysfunkcje rozrodcza



u zwierzat. Badania przeprowadzono w wielu krajach (w USA, Kanadzie, Brazylii, krajach
Europy, Japonii). Najcze$ciej obiektami badawczymi byty ptazy, w przypadku ktorych ekspozy-
Cja na atrazyn¢ powigzana byta z przeksztatcaniem genetycznych samcoéw w samice i ich funkcjo-
nowaniem jako samice. Zakltocenia rozwoju plciowego réznych organizmoéw wystawionych
na dzialanie atrazyny polegaja na zmianach W ekspresji genow biorgcych udzial w sygnalizacji
hormonalnej, zaburzeniach przepoczwarzania si¢, hamowaniu kluczowych enzymow regulu-
jacych wytwarzanie estrogenu i androgenu (Stoker i in. 1999; Hayes i in. 2002; Hayes i in. 2003;
Roberge iin. 2004). Mimo ze herbicydy triazynowe zostaly wycofane w Europie z praktyki rolni-
czej, nadal ich pozostatosci sa wykrywane w srodowisku, np. w poblizu mogilnikéw (Swarcewicz
I Skorska 2006; Vogel i in. 2008; Udikovi¢-Koli¢ i in. 2012; Albright i in. 2013).

Wsrod pochodnych s-triazyny najbardziej popularna byta w Europie atrazyna. Atrazyna
(CsH14CINs) byta substancjg aktywng wchodzacg w sktad Kilkunastu herbicydéw (np. w Polsce
najpopularniejsze byty: Atrasan 500 SC, Atranex 90 WG, Azoprim 50 WP, Gesaprim 90 WG).
Symazyna (C;H;,CINs) wystepowata w Azotopie 50 WP i Sanazinie 80 WP. Obecnie herbi-
cydy z atrazyng i symazyng sg stosowane na szeroka skalg w Stanach Zjednoczonych i Australii.
W uprawach kukurydzy, trzciny cukrowej, roslin paszowych uzywane sg herbicydy z atra-
zyng, a na plantacjach owocoéw cytrusowych, w uprawie winorosli, gajach oliwnych i w wielu
innych uprawach — preparaty z symazyna.

Jak podaje Roézanski (1992), herbicydy triazynowe charakteryzujg si¢ dos¢ dtugim okresem
zalegania w glebie (do kilkuset dni), a za ich zanikanie odpowiedzialne sg przede wszystkim
mikroorganizmy. Badacze (Michalcewicz iin. 2004; Kiodka i Nowak 2006; Przybulewska
| Taborska 2008) dowodza, ze pod wpltywem s$rodkéw ochrony rosélin zahamowana zostaje
aktywnos¢ niektorych grup mikroorganizmoéow glebowych, przy jednoczesnej stymulacji innych.
Rozanski (1992) twierdzi, ze ma to zwigzek z selekcja mikroorganizméw wrazliwych oraz
z adaptacjg pozostatych mikroorganizméw do nowych warunkow w §rodowisku, gdy ustala si¢
ponownie dynamiczna rownowaga W nowym sktadzie mikrobiocenozy. Wedtug tego autora mikro-
organizmami o najlepszych wtasciwosciach adaptacyjnych sg grzyby, ktore wykazujg zdolnos-
ci do hydrolizowania toksycznych zwigzkow, a produkty rozktadu wykorzystujg na wtasne potrze-
by pokarmowe i energetyczne. Korzystajac z substancji organicznych, wchodzacych w sktad
pestycydow oraz pochodzacych z obumartych komorek mikroorganizméw wrazliwych, sg w stanie
przezy¢ i rozmnazacé sig, & nawet powigkszac pule swoich komoérek w srodowisku.

W tabeli 1 podano przyktady bakterii zdolnych do wykorzystania atrazyny jako zrédta
wegla 1 azotu (mineralizacja) lub jedynie przeksztalcajacych jg w metabolity posrednie, np. analogi
dealkilowe, hydroksylowe, deetylowe, ameling, amelid i kwas cyjanurowy. Najwieksza aktyw-
noscig W degradowaniu pestycydéw wyrozniaja si¢ bakterie z rodzajow: Arthrobacter, Bacillus,
Corynebacterium, Flavobacterium i Pseudomonas, promieniowce z rodzajow Nocardia i Strepto-
myces oraz grzyby: Penicillium, Aspergillus, Fusarium i Trichoderma (Rézanski 1992). Jednak
wiekszos$¢ prac naukowych nt. biodegradacji symazyny lub atrazyny dotyczy bakterii (Wang i in.
2011). Od kilkudziesieciu lat izolowane sg ze $rodowiska bakterie, ktore w mniejszym lub
wickszym stopniu wykorzystujg pochodne s-triazyny, np. bakterie z rodzajow: Nocardia
(Giardi iin. 1985), Rhodococcus (Behki i in. 1993), Pseudomonas (Yanze-Kontchou i Gschwind
1994; Mandelbaum i in. 1995), Rhizobium (Bouquard i in. 1997), Agrobacterium (Struthers
i in. 1998), Pseudaminobacter (Topp i in. 2000 a), Nocardioides (Topp i in. 2000 b), Arthrobacter
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(Strong i1 in. 2002; Cai i in. 2003; Vaishampayan i in. 2007; Wang i in. 2011), Stenotropho-
monas (Marecik i in. 2008).

Tabela 1. Przyktady szczepow bakterii zdolnych do rozktadu i (lub) mineralizacji atrazyny

Bakterie Koncowe produkty przemian I\I/:;r;ijg_ Pi$miennictwo
Pseudomonas sp. deetyloatrazyna + deizopropyloatrazyna - Behki i Khan (1986)
Pseudomonas sp. YAYA6 ditlenek wegla + Yanze-Kontchou i Gschwind (1994)
Pseudomonas sp. ADP ditlenek wegla + amoniak + Mandelbaum i in. (1995)
Rhodococcus sp. N186/21 hydroksyizopropyloatrazyna - Nagy i in. (1995)
Ralstonia M91-3 biuret + ditlenek wegla + amoniak + Radosevich i in. (1995)
Rhizobium sp. hydroksyatrazyna - Bouquard i in. (1997)
Agrobacterium radiobacter J14A ditlenek wegla + Struthers i in. (1998)
Clavibacter michiganese ATZ1 hydroksyatrazyna + N-etyloamelid - de Souza i in. (1998 a)
Pseudomonas sp. CN1 kwas cyjanurowy + ditlenek wegla + de Souzai in. (1998 b)
Nocardioides sp. hydroksyatrazyna + N-etyloamelid - Topp i in. (2000 a)
Pseudoaminobacter sp. ditlenek wegla + Topp i in. (2000 b)

Zrédto: Ralebitso i in. (2002).

Wymienione mikroorganizmy taczy to, ze toleruja obecno$¢ pochodnych s-triazyny
w srodowisku — wszystkie wykorzystuja te substancje jako zrodto azotu i (lub) wegla, jednak
nie zawsze dochodzi do petnej mineralizacji, rozerwania pierscienia triazynowego, przeksztal-
cenia substratu w amoniak, wode i ditlenek wegla (Wang i in. 2011). Nie tylko prokarioty sa
zdolne do biodegradacji; badano rowniez pod tym wzglgdem glony (Gonzalez-Barreiro i in.
2006), drozdze i grzyby strzepkowe (Nishimura iin. 2002; Fragoeiro i Magan 2005) oraz
kultury mieszane mikroorganizméw (Grigg i in. 1997; Kontchou i Gschwind 1999).

Wielokrotnie naukowcy, stwierdzajac zdolno$¢ izolatu do rozktadu pochodnych s-triazyny,
klasyfikowali go do rodzaju Arthrobacter. Bardzo rozpowszechnione w srodowisku sa bakte-
rie z rodzaju Arthrobacter — byty one izolowane zaréwno z gleb (Vaishampayan i in. 2007;
Fajardo i in. 2012; Wang i in. 2013), jak i ze sciekow (Wang i in. 2011) oraz z kompostu (Btaszak
Iin. 2011). Zasieg ich wystepowania jest rowniez znaczny — bakterie te izolowano zardwno
w Europie (Fajardo i in. 2012), Azji (Vaishampayan i in. 2007; Wang i Xi 2012), jak i Ame-
ryce Potnocnej i Potudniowej (Topp 1in. 2000 b; Fernandez i in. 2013). Bakterie z rodzaju
Arthrobacter sa3 Gram-dodatnie i pleomorficzne; naleza do typu Actinobacteria. Uczestnicza
W obiegu pierwiastkdw W przyrodzie, szczegodlnie azotu (Gunner 1963; Gounot 1967; Hagedorn
I Holt 1979). Substraty uwalniane przez Arthrobacter do $rodowiska glebowego (witaminy,
aminokwasy, biosurfaktanty) reguluja rozwoj roslin, wptywaja na obecno$¢ innych drobno-
ustrojow, w tym patogennych (Rouatt i Katznelson 1961; Rozycki i Strzelczyk 1985). Wedtug
Kotwzan iin. (2006) sg to typowe autochtony, o niewielkich wymaganiach pokarmowych,
bardzo rozpowszechnione w srodowisku (od 2 do 60% calej populacji bakteryjnej). Gtazewska-
-Maniewska i in. (2004) ustalili, ze liczebnos¢ komorek tych bakterii wzrasta wraz z oddala-
niem si¢ od ryzosfery roslin. Badali rowniez szerokie spektrum enzymatyczne tych mikroorga-
nizméw, zdolnych do wykorzystywania lecytyny, pektyny, biatka, skrobi, a takze zdolnych do
redukcji azotanéw. Aktywnos$¢ enzymatyczna badanych szczepéw wskazuje na ich istotng
role w ekosystemie glebowym (Gtazewska-Maniewska i in. 2004).
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Natomiast szczepy bakterii z gatunku Stenotrophomonas maltophilia jedynie kilka-
krotnie byly opisywane jako zdolne do biodegradacji substancji aktywnych pestycydow
(Rousseaux i in. 2001; Marecik i in. 2008); sa to Gram-ujemne nieprzetrwalnikujace bakterie,
o0 niskiej zjadliwosci, bedace przyczyna zakazen oportunistycznych. Bakterie te wystepuja
powszechnie w srodowisku wilgotnym, w glebie, wodzie, w $ciekach, na roslinach. Bakterie
z rodzaju Stenotrophomonas naleza do typu Proteobacteria (Dzierzanowska 2008). Szczep
Stenotrophomonas maltophilia AF012541 byt zdolny do hydroksylacji (dechloracji) atrazyny.
Az 60% atrazyny ubyto z podtoza zaszczepionego tg bakterig W ciggu 15-20 dni (Rousseaux
I in. 2001). W innym do$wiadczeniu wsrod najefektywniejszych mikroorganizméw zdolnych
do biodegradacji atrazyny znalazt si¢ szczep BM4, rowniez nalezacy do Stenotrophomonas
maltophilia (Marecik iin. 2008). W do$wiadczeniu tym z ryzosfery tataraku wyizolowano
kilkanascie szczepow mikroorganizmow (z rodzajow: Stenotrophomonas, Bacillus, Rahnella,
Umbelopsis, Volutella, Botrytis) zdolnych w réznym stopniu i zakresie do wykorzystywania
atrazyny jako zrodta wegla iazotu. Stenotrophomonas maltophilia wyr6zniat si¢ zar6wno
efektywnoscig biodegradacji (wykryto ok. 30% poczatkowej ilosci atrazyny po 15-dniowej
hodowli), jak i skuteczno$cig mineralizacji, poniewaz wykrywano $sladowe ilo$ci metabolitow
atrazyny w podiozu. Bakterie z rodzaju Stenotrophomonas opisywane sa czesciej jako bakterie
aktywne w biodegradacji substancji ropopochodnych (Samanta i in. 2002; Tesar i in. 2002),
heterocyklicznych nitroamin (Binks iin. 1995) niz substancji aktywnych pestycydow
(Rousseaux i in. 2001).

Proces biodegradacji pochodnych s-triazyny moze zakonczy¢ si¢ powstaniem roznych
produktow, w zalezno$ci od warunkéw inkubacji (np. moze zaleze¢ od dostgpnosci tlenu,
odczynu $rodowiska, sktadu chemicznego podioza), jak iod potencjatu enzymatycznego
poszczegdlnych szczepdéw mikroorganizmow. Symazyna po przeksztalceniu w 6-deizopropylo-
atrazyne moze podlega¢ takim samym przemianom jak atrazyna (Scribner i in. 2000) lub moze
by¢ przeksztatcona na drodze N-dealkilacji w 2-chloro-4-etyloamino-6-s-triazyng, a na drodze
hydroksylacji — w ameling i amelid (Rézanski 1992).

Ciekawe wyniki dotyczace biodegradacji symazyny zaprezentowali Fajardo iin. (2012).
Na podstawie badan molekularnych (dotyczacych obecnosci genow atzA, atzB i atzC, koduja-
cych enzymy biorgce udziat W rozktadzie pochodnych s-triazyny) stwierdzili, ze ok. 5% bakterii
(3:10%g ™) z calej populacji jest zdolnych do biodegradacji tej substancji. Faktycznie po miesigcz-
nym okresie inkubacji symazyny w glebie ubyto jej 83%, a wzrosta ogolna liczebnos¢ bakterii —
o ok. 14%. Nastepnie wyizolowano w glebie 4 szczepy bakteryjne, zidentyfikowane jako:
Acinetobacter lwoffii, Pseudomonas putida, Rhizobium sp., Pseudomonas sp. Ztej grupy
bakterii najefektywniej na podtozu mineralnym rozktadal i mineralizowat symazyng szczep
Rhizobium sp. (odpowiednio 71% i 39% symazyny), natomiast najmniej efektywnie — szczep
nalezacy do gatunku Acinetobacter Iwoffii (50% degradacji i 22% mineralizacji). Rowniez
w materiale biologicznym z namnozonych czystych kultur potwierdzono obecno$¢ genow
kodujacych enzymy katalizujace rozktad symazyny (atzA, atzB i atzC), przy czym bakterie
z rodzaju Rhizobium charakteryzowaly si¢ wickszg zawartoscig 3 ,,biomarkerow” niz A. lwoffii
(liczba kopii genow byta wigksza 0 kilka rzgdow wielkosci).

Analiza molekularna PCR pozwala zlokalizowa¢ i okresli¢ geny charakterystyczne dla
organizmow zdolnych do rozktadu pochodnych s-triazyny. Geny kodujace enzymy, zaangazowane
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w proces rozktadu tych zwiazkéw, najlepiej scharakteryzowano w przypadku bakterii z rodzaju
Pseudomonas (Anderson i in. 2002; Ralebitso i in. 2002; Koli¢ i in. 2007; Vibber i in. 2007;
Monard i in. 2008). Geny atzA, atzB, atzC zlokalizowane sa na zmiennym duzym regionie
plazmidu pADP-1 — o wielkosci 108-kpz. Zaangazowane sg One W pierwsze etapy procesu hydro-
litycznego rozktadu atrazyny i symazyny. Kodujg hydrolazy niezb¢dne w procesach hydro-
ksylacji (dechloracji) i N-dealkilacji zwigzkow organicznych. Inny region tego plazmidu zawiera
geny atzD, atzE, atzF, ktore kodujg enzymy aktywne w nastepnych reakcjach przeksztatcania
metabolitow posrednich w amoniak, wodg i ditlenk wegla (Vibber i in. 2007). Obecno$¢ genow
atzA, atzB, atzC zwigzana jest rowniez ze zdolno$ciami adaptacyjnymi drobnoustrojow W danym
srodowisku, co ma zwigzek z szybkoscig | ze skutecznoscig procesu rozktadu ksenobiotykoéw
(Topp 2001). Sama wigc obecnos¢ W srodowisku wyzej wymienionych genow moze staé si¢
miarg potencjatu mikrobiologicznego rozktadu (etapu biodegradacji) tych herbicydow w danym
medium lub matrycy srodowiskowe;.

Wykorzystanie mikroorganizméw do utylizacji odpadow pestycydowych (np. przetermi-
nowanych) wydaje si¢ mozliwe. Wang i in. (2011) wyizolowali ze $ciekow bakterie z rodzaju
Arthrobacter (szczep HB-5), ktore juz po 12 godzinach inkubacji roztozyty 100% atrazyny
(z 0,1 g-dm™). Bakterie z rodzaju Arthrobacter (Arthrobacter sp. TC1) usunety znaczna ilo§é
atrazyny (3 g-dm™) w ciagu tygodnia (Strong i in. 2002). Dlatego alternatywne dla metod termicz-
nych likwidacji odpadow pestycydowych moga by¢ nowoczesne metody biotechnologiczne
lub biologiczne w potaczeniu z chemicznymi (Petruska iin. 1985; Biziuk 2001; Skoczko
i Ignatowicz 2004; Liberatore i in. 2012). Biologiczne metody degradacji organicznych polu-
tantow stosowane sa gtownie do usuwania niewielkich stezen zwigzkow chemicznych w glebie
lub wodzie. Jednak prowadzenie hodowli ciaglej mikroorganizméw umozliwia state, dtugo-
okresowe i wydajne przeksztatcanie substratow odpadowych w produkty naturalnie wystgpu-
jace w srodowisku (Subashchandrabose i in. 2013).

Problem z wdrazaniem metod biotechnologicznych stosowanych do usuwania odpa-
dow pestycydowych wigze si¢ z roznorodnoscig chemiczng $srodkéw ochrony roslin i z brakiem
uniwersalnych rozwigzan dotyczacych duzej grupy nieprzydatnych pestycydow. Oczywiscie,
w srodowisku sa obecne zarowno wasko wyspecjalizowane mikroorganizmy, jak i szybko
adaptujace si¢ do zmiennych warunkéw Srodowiskowych drobnoustroje, o duzym potencjale
enzymatycznym (Cork i Krueger 1991; Gtazewska-Maniewska i in. 2004); na przyktad szczepy
Pseudomonas sp. ADP i Nocardioides sp. rozktadajg kilka herbicydéw triazynowych (Scott
I in. 2008).

Na wigkszg skale biotechnologiczne metody utylizacji pestycydow stosuje si¢ najczes-
ciej w oczyszczalniach $ciekéw przemystowych lub w fabrykach produkujacych $rodki ochrony
roslin 1t0 w potaczeniu z innymi metodami unieszkodliwiania, np. chemicznymi i fizyko-
chemicznymi (Perkowski i Sidor 2007). Jednak w Polsce stosowanie metod biotechnologicz-
nych do utylizacji odpadow pestycydowych jest znikome, przy czym jesli sa one stosowane,
to dyskretnie, ,,[...] by nie wywota¢ zbyt duzego zainteresowania” (odmowa informacji
0 dziatajacej na terenie zakladu Fregata S.A. w Gdansku instalacji ze statym, biologicznie
aktywnym, ztozem do czyszczenia $ciekow przemystowych zawierajacych pozostatosci srodkow
ochrony roslin).

Obiecujace badania przeprowadzili Liberatore iin. (2012), taczac metody chemiczne
i biologiczne w oczyszczaniu $cickéw zawierajacych dazomet i fenamifos. Mikroorganizmy
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zosadu czynnego przeprowadzaly biodegradacje produktow wczesniej przeprowadzonej reakcji
chemicznego utleniania (reakcji Fentona Fe**/H,0,). Potaczenie techniki chemicznej z biologiczna
okazato si¢ najbardziej efektywne i najmniej kosztowne (w poréwnaniu z zastosowaniem meto-
dy czysto chemicznej i metody biologicznej). Podobne doswiadczenie zrealizowano, poddajac
mieszaning substancji aktywnych pestycydow (alachloru, atrazyny, chlorfenwinfosu, diuronu,
izoproturonu) najpierw utlenianiu chemicznemu (reakcji Fentona i foto-Fentona), a nast¢pnie
oddziatywaniu mikroorganizméw osadu czynnego (pozyskanego z oczyszczalni Sciekdw przemys-
lowych). Poszczegolne substancje aktywne wprowadzano w dawkach po 30 mg-dm™. Szuka-
no takiego rozwigzania technologicznego, W ktoérym stopien usunigcia ksenobiotykow z miesza-
niny bylby duzy, jednoczesnie przy znacznym udziale metody biotechnologicznej w catym
procesie. Badaczom zalezato na duzym udziale etapu biologicznego w oczyszczaniu $ciekow,
poniewaz wptywa to na koszt calego procesu (tansze sa metody biologiczne niz chemiczne).
Sposrad kilku uzyskanych rozwigzan jako najbardziej skuteczne wskazano te, w ktorych ponad
80% wegla zawartego W mieszaninie substancji aktywnych pestycydow DOC (ang. dissolved
organic carbon) uleglto degradacji, przy ponad 50-procentowym udziale metody biologicznej
w calym procesie oczyszczania Sciekow. W etapie chemicznym zuzyto jedynie 1 g H,O, na litr
mieszaniny (Lapertot i in. 2007).

Podsumowujac, odpady pestycydowe to zroznicowana grupa chemikaliow, dla ktorych
trudno znalez¢ uniwersalng technologi¢ biodegradacji. Jednak mikroorganizmy to tez zrdzni-
cowana i liczna grupa organizméw 0 wszechstronnych zdolnos$ciach metabolicznych. Wiele
sposrod wyizolowanych szczepéw mikroorganizméw jest w stanie rozktadac kilka substancji
aktywnych (Scott i in. 2008). Metody biotechnologicznej utylizacji (szczegdlnie W potaczeniu
z metodami chemicznymi) sg alternatywne dla powszechnie stosowanych metod termicznych.
Poszukiwanie mikroorganizméw tatwych w hodowli oraz zdolnych do biodegradaciji kilku toksycz-
nych substancji jest zasadne i daje szans¢ na wdrazanie biotechnologii do przemystu.
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3.  Material i metodyka

3.1. Charakterystyka materialow doswiadczalnych

Do badan wykorzystano 30 obiektow: probki gleb, materiaty utworzone z gleb i warstw
organicznych (poziom O), a takze srodki wspomagajace uprawe roslin. Obiekty te roznity sie
wybranymi wlasciwosciami chemicznymi (tab. 2) oraz pochodzeniem (ryc. 2). Szesnascie probek
pobrano na terenie Szczecina, 8 w sasiednich gminach; wykorzystano rowniez piasek z plaz
nadmorskich (2 obiekty). Szesnascie obiektow to gleby, a 11 to materiaty utworzone z gleb
I poziomu organicznego, tj. ze $ciotki lub/i ze szczatkdow roslin i zwierzat W réznym stopniu
rozkladu, zalegajacych na tych glebach. Srodki wspomagajace uprawe roslin to: kompost,
biohumus, podtoze ogrodnicze. Obiekty dobrano tak, by byly zréznicowane pod wzglgdem
zawartosci substancji organicznej (od 0,5 do 894,3 g-kg™). Wszystkie obiekty badawcze (poza
biohumusem, kompostem, podtozem ogrodniczym) byty potozone w odlegtosci co najmniej 30 m
od elementow infrastruktury, obiektow przemystowych i zabudowan.

Probki gleb pobierano z warstwy powierzchniowej 0 migzszosci 10 cm (zarowno w przypad-
ku obiektow ztozonych tylko z gleb, jak i obiektow ztozonych z gleb wzbogaconych w kilku-
centymetrowag warstwe organiczng). W sktad niektérych obiektow badawczych wchodzita
scidtka lub/i szczatki roslin, jesli zalegaty bezposrednio na glebach (dotyczy to obiektow
onumerach 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 22, 23, 26, 28). Scidtka i warstwa organiczna, lezaca
bezposrednio na glebie, sg zasobne w mikroorganizmy, dlatego wzbogacajac probki o dodat-
kowy materiat, zwiekszono jednocze$nie szans¢ na wyizolowanie mikroorganizméw 0 poza-
danych wtasciwosciach.

Obiekty nr 1 i nr 2 pochodzity z Przgsocina — ze wsi lezacej w gminie Police. Probke
gliny piaszczystej (obiekt nr 1) pobrano z tgki trawiastej z dominujagcym gatunkiem klosowki
welnistej, a druga probke — z oddalonego o ok. 50 m mtodnika brzozowego (obiekt nr 2).
Obiekt nr 3 to material utworzony z gleby i zalegajacych na niej szczatkéw organicznych.
Piasek gliniasty wraz z dodatkowym materiatem (gléwnie ze szczgtkami traw w réznym
stadium rozktadu) przywieziono z terenu nalezacego do wsi Wolczkowo w gminie Dobra.
W gminie Kolbaskowo, we wsi Siadto Dolne, z nabrzeza Odry Zachodniej pobrano probke
gliny piaszczystej (obiekt nr 4) — z miejsca gesto porosnigtego trzcing pospolitg. Obiekt nr 5
pozyskano z Parku Les$nego Zdroje — z miejsca oddalonego o niecate 100 m od Jeziora
Szmaragdowego; byla to gleba wraz ze Sciotka, w sklad ktorej wchodzity opadle liscie,
gatazki, bukiew (w réoznym stadium rozktadu). Obiekt nr 6 (gling piaszczysta) pobrano we
wsi Ostoja (w gminie Kotbaskowo); byt to materiat pochodzacy z zaoranego pola. Obiekt nr 7
pozyskano z dzielnicy Osowo (z ,,Gubatowki”); byta to probka piasku stabogliniastego, ktora
pochodzita z miejsca skgpo porosnietego przez trawy. Z Parku Le$nego Arkonskiego, z okolicy
Doliny Siedmiu Mtyndéw, przetransportowano do laboratorium glebe wraz z warstwa $ciotki
(ze szczatkami ros§linnymi w réznym stadium rozktadu, pochodzacymi gtéwnie z drzew liscias-
tych) w celu utworzenia obiektu nr 8. Obiekt nr 9 pozyskano z parku Kasprowicza w Szczeci-
nie. Material stanowita warstwa organiczna (poziom O) w r6znym stadium rozktadu, ztozona



glownie ze szczatkéw drzew lisciastych, pobrana tylko z poziomem prochniczym gleby (A)
0 trzycentymetrowej migzszosci. Obiekt nr 10 pochodzit ze szczecinskiego osiedla Krzekowo
— Z odlogu. Materiat stanowil piasek gliniasty wraz z centymetrowa warstwa organiczng, zalegajaca
na tej glebie. W dzielnicy Szczecin-Niebuszewo (w parku Brodowskim) pobrano piasek gliniasty
wraz ze $ciotkg pochodzaca gldwnie z drzewostanu lisciastego mieszanego (obiekt nr 11).

wilasciwosci chemicznych

Tabela 2. Charakterystyka materiatow uzytych w badaniach pod wzgledem wybranych

Numer Substancja N H Miejsce pozyskania materiatu
obiektu® organiczna (g-kg™) (g-kg™®) PRkei (osiedle, wie$ lub obiekt)
1 38,4 1,3 46 Przesocin, laka
2 38,9 1,3 7,3 Przesocin, mtodnik
3 722" 2,7° 58" Wolczkowo, nieuzytki
4 61,7 2,3 7,1 Siadto Dolne, nabrzeze Odry
5 75,6° 2,2° 4,1° Park Lesny Zdroje, okolica Jeziora Szmaragdowego
6 45,3 1,7 6,9 Ostoja, pole
7 16,8 0,7 6,6 Ostoja (,,Gubatéwka”), odtog
8 77,0° 2,1° 6,0° Park Le$ny Arkonski
9 185,8° 6,6° 59° park Kasprowicza, prochnica
10 54,1° 1,8° 7,5° Krzekowo, odlog
11 103,6° 41" 4,7° park Brodowski
12 91,3" 38" 2,9° Podjuchy, nabrzeze Odry
13 41 1,6 7,6 Zalom, mtodnik
14 314 1,0 57 Przectaw, pole
15 15,8 0,5 4,9 Bukowo, pole
16 35,8 14 50 Przectaw, pole
Firma Lasland Sp. z 0. 0., uniwersalna ziemia dla ro$lin
17 894,3 155 45 na bazie torfu NATURA®
18 0,6 0,1 6,4 Dabie, nabrzeze jeziora Dabie
19 40,5 15 55 Warzymice, tgka
20 0,6 0,3 6,9 Wolinski Park Narodowy (WPN), plaza
21 344,1 19,6 5,2 Bartoszewo, kompost
22 20,3° 0,5° 4,2° Park Le$ny Msciecino
23 86,7° 1,8° 8,7° Puszcza Goleniowska
24 0,8 0,1 7,8 Glebokie — Pilchowo, nabrzeze Jeziora Gtgbokiego
25 27,8 0,9 75 Bukowo, nieuzytki
26 9,0° 0,4° 7,0° Zalom, laka
27 26,2 1,0 5,2 Bukowo, taka
28 25,0° 0,1° 7,3° Gumience, nieuzytki
Przedsiebiorstwo Produkcyjno-Handlowe
29 301.6 151 55 EKODARPOL, biohumus
30 0,5 0,1 6,7 Stowinski Park Narodowy (SPN), plaza

& Kolejnos¢ obiektow wynika z kolejnoéci wykorzystania ich do badan mikrobiologicznych.
b Oznaczenia wykonano na probkach gleb pobranych wraz z poziomem organicznym (O).
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Ryc. 2. Orientacyjna lokalizacja punktow pobrania probek — Szczecin i najblizsze okolice (punkty
naniesiono na mape uzyskang z zasobow mapowych Urzedu Miasta w Szczecinie)

Z nabrzeza Odry Wschodniej (z dzielnicy Podjuchy), porosnigtego bujnie trawami
z dominujacym gatunkiem trzciny pospolitej, pozyskano materiat ztozony z gleby i ze szczatkow
roslin w roznych stadiach rozktadu. Obiekty nr 13 i nr 26 to probki pochodzace z dzielnicy Zatom
w Szczecinie. Odleglo$¢ miedzy miejscami pobrania materiatéw wynosita ok. 15 m, a gleby roznity
si¢ sposobem uzytkowania. Obiekt nr 13 to gleba z terenu niewielkiego mtodnika sosnowego.
Obiekt nr 26 sktadat si¢ z gleby i dwucentymetrowej warstwy obumartej roslinno$ci trawias-
tej w roznych stadiach rozktadu. Obiekty nr 14 i nr 16 pochodzity z Przectawia — miejsco-
wosci potozonej w gminie Kotbaskowo. Gleby przywieziono z dwoch pél uprawnych, odda-
lonych od siebie o kilkanascie metréw. Na jednym z pdl uprawiana byta kukurydza (obiekt
nr 14), a drugie pole byto zaorane (obiekt nr 16). W pétnocnej czesci Szczecina, w dzielnicy
Bukowo, wytypowano trzy punkty pobrania materiatow. Obiekt nr 15 stanowita gleba pocho-
dzaca z pola porosnigtego rzepakiem. Obiekt nr 25 to materiat glebowy z terenu rekreacyj-
nego, porosnietego zréznicowang pod wzgledem gatunkow roslinno$cig (z dominacjg traw i koni-
czyn). Probke piasku gliniastego (obiekt nr 27) przywieziono z terenu zespotu przyrodniczo-
-krajobrazowego ,,Wodozbior”; na terenie tym dominowaly rosliny z rodziny astrowatych.
Obiekt nr 17 to uniwersalna ziemia dla roslin (firmy Lasland Sp. z 0. 0.) — material na bazie
torfu, wzbogacony w mikro- i makroelementy. Z piaszczystego nabrzeza jeziora Dabie,
usytuowanego w prawobrzeznej dzielnicy Szczecina, pozyskano piasek luzny (obiekt nr 18).
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Tabela 3. Gatunek i sktad granulometryczny gleb w miejscach, w ktorych pobierano probki
(w Szczecinie, okolicy i z plaz nadmorskich)

Skiad granulometryczny
Numer Gatunek gleby ($rednica ziaren w mm) B .
obiekt | wg PTG (2008) 2-005 | 0,05-0002 | <0002 Miejsce pobrania gleby
zawarto$¢ frakcji (%)
1 glina piaszczysta 51 46 3 Przgsocin, Iaka
2 glina piaszczysta 54 43 3 Przgsocin, mtodnik
3 piasek gliniasty 79 20 1 Wolczkowo, nieuzytki
4 glina piaszczysta 56 41 3 Siadto Dolne, nabrzeze Odry
5 piasek luzny o4 6 0 Park Les’g}zl an;l:;)é Z,Q(\)/l\/(géiga Jeziora
6 glina piaszczysta 58 39 3 Ostoja, pole
7 piasek stabogliniasty 88 11 1 Ostoja (,,Gubatowka”), odtog
8 piasek gliniasty 85 14 1 Park Lesny Arkonski
9 piasek stabogliniasty 88 11 1 Park Kasprowicza, prochnica
10 piasek gliniasty 80 19 1 Krzekowo, odlog
11 piasek gliniasty 74 25 1 park Brodowski
12 piasek luzny 90 10 0 Podjuchy, nabrzeze Odry
13 piasek luzny 92 8 0 Zatom, mtodnik
14 glina lekka 52 41 7 Przectaw, pole
15 piasek gliniasty 85 14 1 Bukowo, pole
16 glina piaszczysta 53 43 4 Przectaw, pole
18 piasek luzny 100 0 0 Dabie, nabrzeze jeziora Dabie
19 glina piaszczysta 56 41 3 Warzymice taka
20 piasek luzny 100 0 0 Wolinski Park Narodowy (WPN), plaza
22 piasek luzny 94 6 0 Park Lesny Msciecino
23 piasek luzny 96 4 0 Puszcza Goleniowska
24 piasek luzny 100 0 0 Glebokie — Pilchowo, nabrzeze Jeziora Glebokiego
25 glina piaszczysta 66 31 3 Bukowo, nieuzytki
26 piasek luzny 95 5 0 Zatom, faka
27 piasek gliniasty 83 16 1 Bukowo, taka
28 piasek gliniasty 7 22 1 Gumience, nieuzytki
30 piasek luzny 100 0 0 Stowinski Park Narodowy (SPN), plaza

Gling piaszczysta (obiekt nr19) pobrano w Warzymicach (w gminie Kotbaskowo); gleba
poro$ni¢ta byta trawami, z dominujgcym gatunkiem kostrzewy tgkowej. Obiekt nr 20 to piasek
z plazy oddalonej o ok. 4 km od Miedzyzdrojow, usytuowanej w Wolinskim Parku Narodo-
wym. Obiekt nr 21 to kompost pozyskany z ogrodka dziatkowego usytuowanego w Bartosze-
wie — w gminie Police. Kompost pochodzenia roslinnego wytworzony zostal w wyniku zabie-
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gow pielegnacyjnych — pasywnego kompostowania $cinkéw ro$lin i zrgbkow drzewnych.
W celu uzupehienia niedoboru azotu dodano do kompostu niewielkg ilo§¢ kurzego obornika.
Obiekt nr22 pochodzit ze Szczecina, z Parku Les$nego Mscigcino, z ktdrego pobrano probke
materiatu ztozonego z gleby ize $ciotki. Obiekt ten zawieral gleb¢ wraz z masa roslinng
w roznych stadiach rozktadu (pochodzaca glownie z olsz i bukow). Z Puszczy Goleniowskiej
(z prawobrzeznej czesci Szczecina) uzyskano materiat ztozony z gleby i ze $ciotki wytworzonej
z obumartych szczatkow pochodzenia roslinnego, glownie z drzew iglastych (obiekt nr 23).
Obiekt nr24 to piasek luzny z piaszczystego nabrzeza Jeziora Giebokiego, usytuowanego
w zachodniej czgéci Szczecina. Gumience to osiedle w zachodniej czgsci Szczecina, skad
przetransportowano glebe wraz z obumartymi szczatkami roslinnosci ruderalnej (obiekt nr 28).
Materiat stanowigcy obiekt nr 29 (Biohumus SM firmy EKODARPOL) zostal zakupiony
w sklepie ogrodniczym; to ogrodniczy uniwersalny sypki nawdz naturalny — produkt z hodowli
dzdzownic kalifornijskich. Ostatnim badanym obiektem (nr 30) byl piasek pobrany z plazy na
terenie Stowinskiego Parku Narodowego — z miejsca oddalonego od Leby o ok. 4 km, a od brzegu
morza — o ok. 10 m.

Wszystkie probki gleb oraz gleb z dodatkowym materialem organicznym, a takze pozos-
tate obiekty po przetransportowaniu do laboratorium podsuszono i przesiano przez sito o srednicy
oczek wynoszacej 2 mm. Nastepnie oznaczono: zawarto$¢ substancji organicznej (straty przy
prazeniu), ogolng zawarto$¢ azotu (Ostrowska i in. 1991) i kwasowo$¢ (PN-1SO 10390:1997)
— tab. 2. Okres$lono maksymalng pojemnos¢ wodng probek (cylinderkowa metodg Kopecky’ego)
I wilgotno$¢ aktualng. Wilgotno$¢ materiatow doswiadczalnych doprowadzono do 50% catko-
witej pojemnosci wodne;j.

Orientacyjna lokalizacj¢ punktéw pobrania probek oraz charakterystyke gleb wyste-
pujacych w miejscach, w ktorych pobierano material do badan (sktad granulometryczny —
uziarnienie gleb mierzono laserowym miernikiem czgsteczek), przedstawiono odpowiednio na
ryc. 2 i w tab. 3. Analizy chemiczne materiatéw wykonano, a sktad granulometryczny oznaczono
w Okregowej Stacji Chemiczno-Rolniczej w Szczecinie.

3.2. Charakterystyka Azotopu 50 WP

Azotop 50 WP zawiera symazyne (6-chloro-N,N'-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine)
wilosci 500 g-kg® pestycydu (co potwierdzono badaniami ilosciowymi z czystym wzorcem
w postaci symazyny 98%); pozostate komponenty preparatu to kaolin i srodki powierzchnio-
wo czynne (producent: Zaktady Chemiczne Organika-Azot S.A. w Jaworzynie; rok produkcji
1997). Od 21.02.2007 r. pestycydy z symazyna wycofano z obrotu handlowego. Herbicyd pozys-
kano z magazynu prywatnego gospodarstwa rolnego. Symazyng¢ (czysty wzorzec) udostgpnit
Zaktad Syntezy Organicznej i Technologii Lekow Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Techno-
logicznego w Szczecinie. Herbicyd byl przeznaczony do zwalczania chwastow w uprawie:
szparaga, rabarbaru, agrestu, maliny, porzeczki, winorosli, truskawki, w sadach i szkotkach
drzew owocowych. Chwasty wrazliwe na symazyne to: gorczyca polna, gwiazdnica pospolita,
jasnota purpurowa i rézowa, komosa biata, kurzyslad polny, maki, starzec zwyczajny, wiechlina
roczna i wiele innych. Zalecana dawka herbicydu, w zaleznosci od uprawy, wynosita 2—3 kg-ha™
(informacja z etykiety preparatu Azotop 50 WP).
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3.3. Schemat doswiadczen

3.3.1. Badanie oddzialywania symazyny na mikroorganizmy oraz skrining bakterii
| grzybéw biodegradujacych te substancje

Cale badanie podzielono na dwa etapy. W pierwszym etapie oceniano wptyw symazyny
na mikroorganizmy (zasiedlajgce 30 obiektow). Badano zmiany liczebno$ci bakterii i grzybow
oraz ilosci wydzielanego przez mikroorganizmy CO, — po aplikacji symazyny. Celem tego
etapu byta ocena mikroorganizmow pod wzgledem odpornosci (wrazliwosci) na symazyne, ze
szczegdlnym uwzglednieniem:

— zréznicowanej zawarto$ci substancji organicznej w obiektach,

— miejsca pobierania probek do badan.

Drugi etap badania byt ztozony z 5 zadan, ktorych gtéwnym celem byt skrining mikro-
organizmow biodegradujacych symazyne oraz skonstruowanie efektywnej szczepionki biodegra-
dujacej symazyng. Poza tym celem bylo rowniez ustalenie, czy w obiektach, w ktorych domi-
nowaty mikroorganizmy odporne na symazyne (pierwszy etap), beda jednoczesnie obecne
mikroorganizmy biodegradujace t¢ substancje.

W drugim etapie badanie rozpoczgto od oceny wszystkich obiektow pod wzgledem
obecnos$ci mikroorganizmow biodegradujacych symazyng. Nastepnie z obiektow, w ktorych
stwierdzono ubytek symazyny, izolowano mikroorganizmy, hodowano je w warunkach labo-
ratoryjnych i oceniano ich zdolno$¢ do biodegradacji symazyny w réznych dawkach, w tempe-
raturze 18 i 28°C. Sposrod izolatow (testowanych pojedynczo i w zespotach) wybierano izolaty
najbardziej wydajne w procesie biodegradacji symazyny i prowadzono ich hodowle okresowe
W bioreaktorze.

3.3.2. Badanie wplywu symazyny na mikroorganizmy

Do gleby lub innego materiatlu dos$wiadczalnego, przygotowanych wedtug opisu w podroz-
dziale 3.1, wprowadzano herbicyd Azotop 50 WP w dawkach: 100, 300, 500 mg-kg™ (w przeli-
czeniu na symazyng). Do gleby kontrolnej wprowadzono tylko sterylng wodg¢. W tak przygo-
towanym materiale okreslano:

— liczebno$¢ bakterii, ktorg oznaczano na podtozu Bunta-Roviry (1955);

— liczebno$¢ grzybow, ktorg oznaczano na podtozu Martina (1950);

— szybkos$¢ wydzielania CO; przez mikroorganizmy glebowe (Nowak 1986; Cheng
i Coleman 1989).

Liczebnos¢ bakterii i grzybow oraz szybkos¢ wydzielania CO, przez mikroorganizmy
okreslano raz po 14 dobach od momentu wprowadzenia herbicydu do gleby. Mikroorganizmy
inkubowano w temperaturze 25°C. Bakterie hodowano przez 3 doby, a grzyby przez 5 dob.
Liczebnos¢ bakterii | grzybow okreslano W 5 powtdrzeniach. Szybkos¢ oddychania mikro-
organizmow badano W 3 powtdrzeniach.

3.3.3. Badanie zdolnoS$ci mikroorganizmow do biodegradacji symazyny

Obiekty badawcze oceniano pod wzgledem:

— obecnosci mikroorganizmow biodegradujacych symazyne. Badano, czy nastgpuje ubytek
symazyny (wprowadzonej w dawce 50 mg-dm™) w zmodyfikowanym podiozu Bushnella i Haasa
(1941) (tab. 4, 5, 6) po aplikacji mikroorganizméw (w postaci rozcienczonej zawiesiny glebowej
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lub innego materialu). Hodowle inkubowano przez 14 dni w temperaturze 25°C, zawarto$¢ Syma-
zyny okreslano w 3 powtorzeniach za pomocg chromatografii gazowej w1, 7 i 14 dobie.

Hodowle prowadzono w 2 powtdrzeniach;

— liczebno$ci mikroorganizmow biodegradujacych symazyne. Badano zdolnos¢ do wzrostu
mikroorganizméw hodowanych na statych podtozach zawierajacych symazyne (50 mg-dm™)
i/lub inne zrodto wegla i/lub azotu (tab. 7, 8, 9, 10). Hodowle inkubowano przez 14 dni w tempe-
raturze 25°C, w 3 powtorzeniach.

Tabela 4. Zmodyfikowane podioze Bushnella

i Haasa (1941) nr 5

Tabela 5. Zmodyfikowane podioze Bushnella

i Haasa (1941) nr 6

Sktadniki Zawarto$¢ Sktadniki Zawarto$¢
MgSO, 0,2g MgSO, 0,29
CaCl, 0,02 ¢ CaCl, 0,02¢g
KH,PO, lg KH,PO, 1g
K,HPO, lg K,HPO, 1g
Symazyna 0,05¢g Symazyna 0,05¢g
FeCl; 0,05¢g FeCls 0,059
CsHsNaz;0, 29 Glukoza 29
Woda destylowana 1dm® Woda destylowana 1dmé

Tabela 6. Zmodyfikowane podioze Bushnella

i Haasa (1941) nr 7

Tabela 7. Zmodyfikowane podtoze Bushnella

i Haasa (1941) nr 8

Sktadniki Zawartos¢é Sktadniki Zawartosc
MgSO, 0,29 MgSO, 029
CaCl, 0,02 ¢ CaCl, 0,029
KH,PO, 1lg KH,PO, lg
K,HPO, 1lg K;HPO, 1lg
Symazyna 0,05¢g Symazyna 0,059
Pepton lg FeCls 0,059
FeCl, 0,05¢ CgHsNazO4 29
Glukoza 2g Agar 15¢g
Woda destylowana 1dm? Woda destylowana 1dm®

Tabela 8. Zmodyfikowane podioze Bushnella

i Haasa (1941) nr 9

Tabela 9. Zmodyfikowane podtoze Bushnella

i Haasa (1941) nr 10

Sktadniki Zawarto$¢ Sktadniki Zawarto$¢
MgSO, 0,29 MgSO, 0,29
CaCl, 0,02 ¢ CaCl, 0,029
KH,PO, 1lg KH,PO, lg
K,HPO, lg K,HPO, lg
Symazyna 0,05¢g Symazyna 0,059
FeCls 0,05¢ Pepton 1lg
Glukoza 29 FeCls 0,05¢g
Agar 159 Glukoza 29
Woda destylowana 1dm? Agar 15¢g

Woda destylowana 1dm?
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Tabela 10. Zmodyfikowane podtoze Bushnella
i Haasa (1941) nr 11

Sktadniki Zawarto$¢

MgSO, 029

CaCl, 0,02¢g

KH,PO, 1g

K,HPO, 1g

FeCls 0,05¢

Glukoza 29

Agar 159

Woda destylowana 1dm®

Z hodowli w zmodyfikowanym podtozu ptynnym Bushnella i Haasa (1941), w ktorych
stwierdzono najwigkszy ubytek symazyny juz w pierwszym tygodniu inkubacji, izolowano
mikroorganizmy, namnazano je, wyprowadzano czyste kultury bakteryjne i oceniano ich zdolnos¢
do biodegradacji symazyny (50 i 100 mg-dm™); ubytek symazyny oznaczano metoda chroma-
tografii gazowej w 1, 3, 51 7 dobie, w dwoch powtorzeniach. Badano skutecznosé biodegra-
dacji symazyny, przeprowadzanej przez pojedyncze szczepy i przez zespoly tych szczepow
(dwu- lub Kkilkusktadnikowe), w zmodyfikowanym podiozu pltynnym Bushnella i Haasa
(1941) — tab. 4. Oceniano rowniez zdolnos¢ tzw. hodowli macierzystej do biodegradacji symazy-
ny, przeprowadzanej przez zespoty niezidentyfikowanych pod wzgledem przynalezno$ci gatun-
kowej mikroorganizméw (oprocz oznaczonych pod wzgledem przynalezno$ci systematycznej
Kilku izolatow, pochodzacych z tej hodowli). Wszystkie hodowle inkubowano w temperaturze
25°C. Dodatkowo sprawdzano, czy zachodzi mineralizacja symazyny, poprzez obserwacje
wydzielania CO, (nagromadzonego w rurce Durhama) ipojawiania si¢ w hodowli amoniaku
(obserwowano, czy nastgpuje reakcja barwna po uzyciu odczynnika Nesllera).

Identyfikowano gatunki bakterii (czyste kultury bakterii) z wykorzystaniem metody
PCR oraz sekwencjonowania DNA — fragmentu genu kodujacego jednostkg¢ 16 S rRNA.
W przypadku hodowli mieszanej (,,macierzystej”) wykrywano réwniez obecno$¢ innych, niz
bakterie, mikroorganizmow (grzyboéw, archeonow) z wykorzystaniem metody PCR, w ktorej
zastosowano specyficzne startery — odpowiednio do fragmentu DNA kodujacego fragment ITS
(ang. ribosomal internal transcribed spacer) grzybow, fragmentu DNA kodujacego jednostke
16 S rRNA archeonow. Wykrywano réwniez obecnos$¢ pierwotniakow, z zastosowaniem metody
PCR i sekwencjonowania fragmentu DNA kodujacego jednostke 18 S rRNA pierwotniakow.
Analizy molekularne zostaty wykonane przez firm¢ A&A Biotechnology z Gdyni.

Wybrane najskuteczniejsze w biodegradacji symazyny warianty inokulatow (jedno-
lub wieloszczepowe) badano pod wzgledem:

— biodegradacji symazyny (50, 100, 150, 200 mg-dm™) w zmodyfikowanym podtozu
ptynnym Bushnella i Haasa (1941) (tab. 4), w temperaturze 18°C i 28°C. Zawartos¢ symazy-
ny mierzono w hodowlach przez kolejnych 5 dni, a nastepnie co 2 dni (W 2 powtorzeniach),
az do przekroczenia progu oznaczalno$ci symazyny lub maksymalnie przez 2 tygodnie; ubytek
symazyny okres§lano za pomoca chromatografii gazowej. Czas poéttrwania symazyny (DTsp)
ustalano metoda interpolacji liniowej (Gregorczyk i Swarcewicz 2012);
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— biodegradacji symazyny (100 mg-dm™) w zmodyfikowanym podtozu Bushnella i Haasa
(1941) (tab. 4), w temperaturze 28°C, w bioreaktorze Optimax 1001 firmy Mettler Toledo.
Zawarto$¢ symazyny W hodowli mierzono co 2 godziny, w 3 powtodrzeniach, az do przekro-
Czenia progu oznaczalnosci. Ubytek symazyny badano za pomoca chromatografii gazowe;.
Analize Kinetyki rozktadu symazyny przeprowadzano za pomoca funkcji logistycznej, czesto
stosowanej w badaniach przyrodniczych, réwniez dotyczacych rozktadu pestycydow (France
I Thornley 1984; Gregorczyk 1991; FOCUS 2006; Gregorczyk i in. 2010).

3.4. Metodyka analiz mikrobiologicznych
3.4.1. Ocena wplywu symazyny na mikroorganizmy z réznych siedlisk

3.4.1.1. Okreslenie liczebnosci bakterii

Z materiatow doswiadczalnych wykonano wglebny posiew rozcienczen glebowych, meto-
da plytkowa Kocha. Wykorzystano podtoze Bunta-Roviry (1955) dla bakterii glebowych.
Zawiesina glebowa podczas pobierania byta mieszana (200 obr.-min™) za pomoca mieszadta
magnetycznego.

3.4.1.2. OkreSlenie liczebnoSci grzybow

Z materialow doswiadczalnych wykonano wglebny posiew rozcienczen glebowych, metoda
plytkowa Kocha. Wykorzystano podtoze Martina (1950) dla grzybow. Zawiesina glebowa
podczas pobierania byta mieszana (200 obr.-min™') za pomoca mieszadta magnetycznego.

3.4.1.3. Okreslenie szybkosci wydzielania CO, przez mikroorganizmy

Tlos¢ ditlenku wegla wydzielanego z materiatow doswiadczalnych oznaczano w analizato-
rze gazowym Ultragas U4S. Materiaty do§wiadczalne wzbogacano w glukoze, by umozliwi¢
wszystkim mikroorganizmom dostep do Zrédta wegla, aby ewentualne zmiany warto$ci para-
metru byly spowodowane przez badany czynnik, a nie byly wynikiem braku dostepu do zrodta
wegla i energii (Anderson i Domsch 1978). Mieszaning glukozy z talkiem (1:5) wprowadzano
w ilo$ci, ktora nie powodowata juz zwigkszania si¢ zawartosci CO, wydzielanego z materia-
tow kontrolnych (maksymalng dawke glukozy dla wszystkich obiektow ustalono przed podje-
ciem wlasciwego badania). Material wymieszany doktadnie z talkiem i glukozg przenoszono
do kolumn pomiarowych analizatora Ultragas U4S i mierzono ilo$¢ wydzielonego ditlenku
wegla. Wyniki rejestrowano w postaci zapisu graficznego — pikéw 0 réznej dtugosci (w zalez-
nosci od ilosci wydzielonego CO»).

Otrzymane wyniki (dtugosc¢ piku) przeliczono wedtug rownan:

y =0,00424-h — dla dtugosci pikow z zakresu 0-50 mm

y =0,02121-h — dla dtugosci pikow z zakresu 0-250 mm
gdzie:

y — objeto$¢ wydzielonego ditlenku wegla (cm®-g*+h™),

h — dlugos¢ piku krzywej CO, na rejestratorze analizatora (mm).
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3.4.2. Ocena zdolnosci mikroorganizmow do biodegradacji symazyny

3.4.2.1. Ocena obiektow badawczych pod wzgledem obecnosci mikroorganizméw
biodegradujacych symazyne

Z materiatbw bez symazyny (kontrolnych), ktore przygotowano wedtug opisu w podroz-
dziale 3.1, wykonano seri¢ rozcienczen. Zawiesing glebowa (o objetosci 15 ecm®) z rozcien-
czenia 10, 103, 10 (w zalezno$ci od zasobnosci obiektu w mikroorganizmy) wprowadzano
do ptynnych sterylnych podiozy (o objgtosci 285 cm®) z dodatkiem symazyny. Podloza ptynne
sporzadzono na podstawie receptury Bushnella i Haasa (1941), ktoérag zmodyfikowano, wymie-
niajac sktadniki bedace zrodtem azotu i wegla, zamiast azotanu amonowego zastosowano
symazyne (Azotop 50 WP) oraz symazyne¢ (Azotop 50 WP) z peptonem; w celu wzbogacenia
podioza w wegiel dodano glukoze lub cytrynian sodu (tab. 4, 5, 6). Hodowle 0 objetosci 300 cm®
umieszczano w potlitrowych kolbach i inkubowano na mieszadle magnetycznym (200 obr.-min™).
Za pomocg chromatografii gazowej ustalano zawarto$¢ symazyny W podtozach hodowlanych,
stwierdzajac jej ubytek lub brak ubytku (co wskazywalo na obecno$¢ mikroorganizméw
biodegradujacych symazyng lub nieobecnos¢ tych drobnoustrojow). Jednoczesnie 0znaczano
zawarto$¢ symazyny w sterylnych podlozach, by przekonaé si¢, ze ubytek symazyny jest
wynikiem dziatalnosci mikroorganizméow.

3.4.2.2. Ocena obiektéw badawczych pod wzgledem liczebnosci mikroorganizméw
biodegradujacych symazyne¢

Po stwierdzeniu ubytku symazyny z ptynnej hodowli mieszanej, co jednoczes$nie wskazy-
wato na obecno$¢ mikroorganizméw biodegradujacych symazyne w probce materiatu (zob.
rozdziat 3.4.2.1), wykonano wglebny posiew rozcienczen glebowych, metoda ptytkowa
Kocha. Posiew wykonano tylko z materiatow, ktore w poprzednim etapie wykazywaty obec-
no$¢ mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji symazyny na podstawie jej ubytkow z hodowli.
Podczas pobierania zawiesina glebowa byta mieszana (200 obr.-min™) za pomoca mieszadta
magnetycznego. Wykorzystano 4 podtoza, przygotowane wg receptury Bushnella i Haasa (1941),
ktérg zmodyfikowano. Modyfikacje pierwszego podtoza polegaty na wymianie sktadnika beda-
cego zrodlem azotu — zamiast azotanu amonowego zastosowano symazyng¢ (Azotop 50 WP),
a jako zrodto wegla wprowadzono cytrynian sodu (tab. 7). Drugie podtoze nie zawierato cytry-
nianu sodu, natomiast zawieralo glukoz¢ oraz symazyne (Azotop 50 WP) — tab. 8. Trzecie
podtoze, oprocz symazyny (Azotopu 50 WP), zawierato pepton i glukoze (tab. 9). Do ostat-
niego podtoza nie dodano Zrédta azotu, natomiast dodano glukoze (tab. 10). Wszystkie podto-
za zawieraly agar. Liczono mikroorganizmy (w jtk-g™) wyhodowane na podlozach zestalo-
nych agarem oraz oceniano ich zdolnos¢ do wykorzystywania symazyny, peptonu, azotu
atmosferycznego jako zrodta azotu.

3.4.2.3. 1zolacja, hodowla bakterii oraz ustalanie najefektywniejszego zestawu
mikroorganizméw biodegradujacych symazyne

Wyhodowane na podtozu z symazyng (tab. 7) siedmiodniowe izolaty z poprzedniego
badania (zob. rozdziat 3.4.2.2) przeszczepiano na zmodyfikowane podtoze Bushnella i Haasa
(tab. 8, 9, 10). Z kazdej wyrostej kolonii na podtozu z symazyng (tab. 7) pobierano materiat
biologiczny i wykonywano posiew redukcyjny na pozostalych podtozach (tab. 8, 9, 10).
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Wzrost mikroorganizméw na tych podtozach (w postaci widocznych skupisk komoérek — kolo-
nii) $wiadczy 0 ich zdolnosci do wykorzystywania symazyny, peptonu lub azotu czastecz-
kowego jako zrodet azotu.

Jednocze$nie namnozone czyste kultury bakteryjne (na podtozu z symazyna — tab. 7)
wprowadzano do ptynnego zmodyfikowanego podtoza Bushnella i Haasa (tab. 4) w celu ustalenia
bakteryjnego ,,sprawcy”’ ubytku symazyny. Poszczegdlne izolaty namnazano na podtozu z syma-
zyng (tab. 8), wykonujac posiew redukcyjny z siedmiodniowej kolonii macierzystej. Wykona-
no 2 pasaze W celu uzyskania czystych kultur bakteryjnych. Nastgpnie zebrano pigciodniowe
kolonie sterylnym skalpelem i umieszczono w sterylnym ptynie fizjologicznym (o obj. 100 cm®).
Zawiesing bakterii poddano godzinnemu mieszaniu na mieszadle magnetycznym (200 obr.-min'l).
W 1 cm?® zawiesiny byto od 1-10" do 2-10° jednostek tworzacych kolonie (jtk), w zaleznosci
od inokulatu. Liczbe jednostek tworzacych kolonie bakteryjne ustalono, wykonujac wgtebny
posiew rozcienczen glebowych, metoda plytkowa Kocha na podtozu z symazyng (tab. 7).
Do zmodyfikowanego podloza Bushnella i Haasa (tab. 4), 0 objetosci 245 cm®, wprowadzano
inokulum o objetosci 5 cm®.

W kolejnych doswiadczeniach (1-7) poszukiwano wariantu inokulum najefektyw-
niejszego w biodegradacji symazyny. Zadanie wykonano w nast¢pujacy sposob: Przygoto-
wano pojedyncze izolaty bakteryjne w postaci zawiesiny bakterii w ptynie fizjologicznym
(1-10"-2-108 jtk-cm™) i dodawano do podtoza (po 5 cm®). W ten sposob uzyskano hodowle
w zmodyfikowanym podlozu Bushnella i Haasa (tab. 4), 0 objetosci 300 cm®, z inokulatem
jednosktadnikowym, dwusktadnikowym lub kilkusktadnikowym:

— Wariant pierwszy inokulatu zawierat pojedyncze izolaty bakteryjne (do$wiadczenia
1,2,3,4,5,6,7).

— Wariant drugi inokulatu zawierat 2 izolaty bakteryjne — jeden o stwierdzonej aktyw-
nosci biodegradacyjnej, a drugi niewykazujacy aktywnosci biodegradacyjnej, ale zawsze towa-
rzyszacy W hodowli mieszanej izolatowi biodegradujacemu (do$wiadczenia 4, 5, 7).

—Wariant trzeci to inokulat wielosktadnikowy — izolat bakteryjny o stwierdzonej aktyw-
nos$ci biodegradacyjnej oraz 2 izolaty bakteryjne niewykazujace aktywnosci biodegradacyjnej,
ale zawsze towarzyszace W hodowli mieszanej izolatowi biodegradujagcemu (do$wiadczenia 1,
2,3,4,7).

— Wariant czwarty to mikroorganizmy z hodowli mieszanej (,,macierzystej”), z ktorej
izolowano opisane powyzej Szczepy bakteryjne (zob. rozdziat 3.4.2.1). Z takiej pigciodniowej
hodowli, po osadzeniu na dnie naczynia biomasy i usunigciu ptynu znad osadu, pobierano
5 cm® ptynu hodowlanego (10 jtk-cm™) i umieszczano w 245 cm® podtoza z symazyna (tab. 4)
— doswiadczenia 3, 5, 6.

W pierwszym i ostatnim terminie badania, uzywajac odczynnika Nesllera, obserwo-
wano, czy zachodzi reakcja barwna po wymieszaniu go z ptynem hodowlanym. Zmiana
koloru na zo6tty (do bragzowego) $wiadczy 0 obecnosci amoniaku w hodowli; obserwowano,
czy W rurce Durhama gromadzi si¢ gaz.

Wszystkie izolaty osobno oraz wariant ,,macierzysty” namnozono W podtozu z syma-
zyna (tab. 4) i umieszczono po 1,5 cm® w sterylnych zamykanych ampufkach, 0 pojemnoéci 2 cm?,
w celu wykorzystania w nastepnych badaniach. Bezposrednio przed kolejnymi etapami badan
oceniano liczebno§é¢ mikroorganizméw (jtk-cm™) w przechowywanym w chtodni inokulacie.
Stosowano wglebny posiew rozcienczen glebowych metoda ptytkowa Kocha na podilozu
Z symazyna (tab. 7).
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3.4.2.4. Okreslenie wplywu dawki symazyny i temperatury na przebieg biodegradacji

Po wytypowaniu w poprzednim etapie najefektywniejszych zestawoéw mikroorganiz-
moéw do biodegradacji symazyny (zob. rozdziat 3.4.2.3) okreslano wplyw temperatury (18°C,
28°C) i dawki symazyny (50, 100, 150, 200, 300 mg-dm™) na efektywno$é¢ biodegradacii.
Przygotowano 4 wersje podtoza z symazyna (tab. 4) — kazde 0 objetosci 245 cm®, ale kazde
z inng dawkg symazyny. Do podlozy wprowadzano ten sam wybrany wariant inokulum 0 tej
samej objetosci, wynoszacej 5 cm® (1-10°-8-10° jtk-cm™), ktory oceniono jako najbardziej
efektywny w biodegradacji symazyny (zob. rozdziat 3.4.2.3). Hodowle inkubowano w tempe-
raturze 18°C. Analogiczng metodyke zastosowano w przypadku inkubacji tej samej hodowli,
ale w temperaturze 28°C. Czas pottrwania symazyny DTsp (d) wyznaczano metoda interpola-
cji liniowej (2). Metoda ta polega na znalezieniu przedziatu dwoch pomiaréw koncentracji
substancji [C(t,); C(ty+1)] — przedziatu, ktory obejmuje polowe wartosci poczatkowego steze-
nia substancji aktywnej (0,5 Cax), czyli C(t,) > 0,5 Crax > C(t+1) 0Oraz t, < DTsp < t 141, gdzie
n oznacza kolejny termin pomiaru stezenia (1).

Stosujac twierdzenie 0 podobienstwie trojkatow, otrzymano réwnoscé:

C(tn) — 015 Cmax _ C(tn) — C(tn+1)

1
DT50 _tn tn+l _tn ( )
Po przeksztatceniach:
C(t)-05C
DTy, =t + ( n) = (tn+1_ n) 2)

C (tn ) -C (tn+1)
Srednie tempo biodegradacji symazyny (= AC/At) (mg -dm>-d™?) obliczono z identycznej

formuty (8) jak w przypadku modelu logistycznego — zob. rozdziat 3.4.2.5.

3.4.2.5. Badanie przebiegu biodegradacji symazyny w hodowli okresowej

Po wybraniu najefektywniejszego zestawu mikroorganizmow oraz ustaleniu optymal-
nej dla procesu biodegradacji wersji temperatury i dawki symazyny przeprowadzono hodowle
metodg okresowg W bioreaktorze Optimax 1001 firmy Mettler Toledo. Jatowe podtoze z syma-
zyna (100 mg-dm™) (tab. 4), o0 objetosci 392 cm®, zaszczepiono inokulatem o objetosci 8 cm?
(2-10° jtk-cm™). Badania procesu biodegradacji symazyny prowadzono w komorze roboczej
bioreaktora (o objetosci 5 dm?), ktdérego wyposazenie umozliwia kontrole i utrzymywanie
na statym poziomie parametrow procesowych (pH, natlenienia zawiesiny, obrotéw mieszadta,
temperatury). Doswiadczenia prowadzono W temperaturze 28°C, przy obrotach mieszadta
200 obr.-min™.

W celu scharakteryzowania kinetyki biodegradacji symazyny sformutowano hipotezg
robocza, ze tempo rozktadu herbicydu jest proporcjonalne do iloczynu aktualnej warto$ci
stezenia substancji aktywnej | roznicy miedzy warto$cig maksymalng a wartoscig aktualna:

-dC Kk
—=—C(C,-C 3
it C, (G, -C) ©)
Rozwigzaniem tego rownania rozniczkowego jest tzw. funkcja logistyczna:
C
® 1+b-exp(kt) )

26



gdzie:

C(t) = C —aktualna wartos¢ st¢zenia,

Co — poczatkowa maksymalna warto$¢ st¢zenia,

k — stata szybkoS$ci degradacji (k > 0),

b — staty wspotczynnik (b > 0),

t —czas.

Jest to malejaca funkcja ciggla, ktora ma punkt przegiccia, gdy stezenie substancji aktywnej
zmniejsza si¢ do potowy. Wspolczynniki modelu logistycznego: Co, b, k estymowano numerycz-
nie metodg Levenberga-Marquardta, wykorzystujgc pakiet statystyczny Statistica 9.

Kluczowa dla proceséw degradacji warto$¢ potrozpadu DT, (h) obliczono z réwnania:

o7, In@/b)

(5)

Dodatkowo obliczono inne parametry funkcji logistycznej — wspotrzgdne punktu przegig-
cia wykresu funkceji: [DT,, (h), C(DT,,) (mg-dm™)] (6), charakterystyczna dla tego punktu
maksymalna teoretyczng szybko$¢ rozpadu [—dC/dt(DT,,) (mg-dm™>-h™)] (7) oraz érednie
tempo degradacji [(—AC/At) (mg-dm™>-h)] (8). Obliczenia te wykonano na podstawie naste-

pujacych wzorow:
C(DT,,) =05 Co (6)

—dC/dt(DT,,) = 0,25 k Co (7)

C(t,)-C(t)

(—ACIAt) = (8)

k- "p

gdzie:

C(tp) — stezenie symazyny na poczatku doswiadczenia,

C(t) — stezenie symazyny po ubytku co najmniej 90% jej poczatkowej ilosci C(tp) ,

tp — Cczas pierwszego pomiaru,

t« — czas koncowego pomiaru.

Wykreslono tez krzywe tempa degradacji po uprzednim obliczeniu pochodnych dC/dt :

_dC/dt = C, bk -exp(kt)

[1+b-exp(kt)] ?

W celu porownania doktadno$ci dopasowania krzywych teoretycznych do danych

doswiadczalnych obliczono wartosci wspotczynnikow determinacji R?.

(9)

3.5. Metodyka analiz chemicznych
3.5.1. Oznaczanie zawartosci symazyny za pomoca chromatografii gazowej

3.5.1.1. Parametry techniczne analizy

Do oznaczenia st¢zenia symazyny W ptynnych hodowlach mikroorganizmow (lub
w wodzie) wykorzystano technike chromatografii gazowej (GC), uzywajac aparatu Thermo Electro
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Trace Ultra. Probka wprowadzana do uktadu chromatograficznego, po przeprowadzeniu w faze
gazowa, przemieszczala sic wraz z helem (aplikowanym w objetosci 5 cm®>min™) przez kolumng
kapilarng RTX-5 o dtugosci 30 m i $rednicy 0,53 mm. W czasie pomiaru program temperaturowy
pieca byt ustawiony na 200°C (przez pierwsze 4 min); nastgpnie zaprogramowano wzrost
temperatury (10°C-min™). Detektor ptomieniowo-jonizujacy (FID) z utrzymywana tempera-
turg 280°C reagowat na obecno$¢ symazyny, jesli byta ona w probce.

3.5.1.2. 1zolacja i wzbogacenie proby

Do izolacji symazyny z matrycy (z podtoza mikrobiologicznego lub z wody) stosowa-
no ekstrakcje rozpuszczalnikiem — dichlorometanem. Oznaczenia iloSciowe Symazyny prowa-
dzono metodg wzorca wewnetrznego, przy uzyciu 1-bromonaftalenu jako wzorca wewnetrznego.
Stezenie 1-bromonaftalenu ustalono na 20 mg-dm®.

3.5.1.3. Oznaczenia koncowe

Umieszczano 1 cm? analizowanego roztworu w zwazonej polipropylenowe;j fiolce stozko-
Wej, 0 pojemnosci 2 cm®. Po zwazeniu roztworu z fiolka stozkowa dodawano 0,5 cm® dichloro-
metanowego roztworu 1-bromonaftalenu. Zawartos¢ fiolki wytrzasano przez 5 min. Po rozdzieleniu
faz faze dichlorometanu, 0 objetosci réwniej 0,1 cm®, poddawano analizie. Stezenia symazy-
ny ponizej 10 mg-dm™ oznaczano analogicznie, dodajac 0,1 cm® dichlorometanowego roztworu
1-bromonaftalenu.

3.5.1.4. Opracowanie danych

Stezenie symazyny, na podstawie uzyskanych powierzchni pikéw, obliczano z poniz-
szego rownania:

S
w mr

C :(A-§—5+BJ-CW-me (10)
gdzie:

A, B — wspotczynniki korekceyjne,

Cs, Cy — stezenie symazyny i wzorca wewngtrznego (g-dm'?’),

Ss, Sw — stosunek pikéw symazyny i wzorca wewngtrznego,

me, M, — masa ekstrahentu i masa badanego roztworu (g).

Wspoétczynniki korekcyjne wyznaczono poprzez dozowanie na uktad chromatografu serii
roztwordw symazyny 0 znanych stezeniach. Wyznaczono wspoétczynniki: A=1843 i B=0,525;
obliczono warto$¢ wspétczynnika determinacji R* =0,993.

Wyznaczony éredni btad wzgledny metody wynosit 15% (11). Sredni blad wzgledny
WYzNnaczono z roéwnania:

5= 20

. (1)
gdzie:
N — liczba pomiaréw,
0— wzgledny blad pomiaru.
Csi B Csoi
S = e (12)

si
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gdzie:
Csi — stezenie symazyny wprowadzonej do uktadu chromatografu,
Csoi — stezenie symazyny obliczone z réwnania (10).

3.6. Statystyczna analiza wynikow badan

W celu ustalenia statystycznie istotnych réznic W liczebnosci bakterii, grzybow, ilosci
wydzielanego CO,, réznic w stopniu biodegradacji symazyny (po zastosowaniu roznych dawek,
réznych obiektow i kolejnych termindw pomiaréw) zastosowano analiz¢ wariancji oraz test
poréwnan wielokrotnych Tukeya na poziomie istotnosci « = 0,05. Przed rozpoczgciem analiz
liczebnosci wyniki poddano transformacji, stosujac funkcj¢ logarytmiczng. Do opracowania
wynikow wykorzystano program komputerowy Statistica ver. 9.
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4.  Wyniki badan

4.1. Wplyw symazyny na mikroorganizmy z réznych siedlisk

4.1.1. Liczebno$¢ bakterii i grzyboéw oraz ich aktywnos¢ metaboliczna
po zastosowaniu symazyny w réznych dawkach

Najwigkszy wptyw na liczebno$¢ bakterii, grzyboOw oraz na intensywnos¢ wydzielania
CO; miata dawka symazyny. Gdyby w doswiadczeniu badano wptyw jedynie 2 dawek
symazyny, tj. 100 i 300 mg-kg’, z cala pewno$cia nalezaloby stwierdzié, ze w obiektach
dominowaty mikroorganizmy odporne na t¢ substancje. Przypadkow (obiektéw), w ktérych
stwierdzono brak wptywu symazyny na bakterie i grzyby, lub w ktérych odnotowano wrecz
wzrost warto$ci badanych parametréw, byto zdecydowanie wigcej, niz przypadkow, w ktorych
symazyna spowodowata statystycznie istotne zmniejszenie liczby mikroorganizméw i ich aktyw-
nosci oddechowej. Natomiast symazyna zastosowana w dawce najwickszej (500 mg-kg™)
w co najmniej 15 obiektach statystycznie istotnie redukowata liczebno$¢ bakterii, grzybow
oraz intensywno$¢ wydzielania CO; (ryc. 3, 4, 5).

Analizujgc wyniki z 3 do$wiadczen (liczebnos¢ bakterii, grzyboéw i wydzielanie CO,),
mozna wskaza¢ 3 przypadki (obiekty), w ktorych — niezaleznie od zastosowanej dawki syma-
zyny iod badanej cechy — mikroorganizmy tak samo reagowaty na symazyng. Liczebno$¢
bakterii, grzyboéw i intensywno$¢ wydzielania CO, nie zmienily si¢ statystycznie istotnie po
zastosowaniu symazyny wprowadzonej do gleb, tj. do gliny piaszczystej pobranej w Siadle
Dolnym (obiekt nr 4) i do gliny piaszczystej pozyskanej w Warzymicach (obiekt nr 19) —tab. 11.
Podobnie bylo w przypadku piasku pobranego z plazy w Stowinskim Parku Narodowym
(obiekt nr 30), w ktorym — niezaleznie od dawki i badanej cechy — symazyna zawsze wywo-
tywata zmniejszenie wartosci 3 badanych parametrow.

A 10% B

17% 37%

57%

37%

Ryc. 3. Odsetek obiektow, w ktorych po zastosowaniu symazyny: — liczba bakterii (jtk-g™) nie zmienita
sie statystycznie istotnie, W poréwnaniu Zz liczebnos$cig tych mikroorganizméw w obiekcie
kontrolnym; ] — liczba bakterii (jtk-g™) zwickszyla sie statystycznie istotnie, W poréwnaniu
Z liczebnoécia tych mikroorganizméw w obiekcie kontrolnym; [l — liczba bakterii (jtk-g™)
zmniejszyta si¢ statystycznie istotnie, W poroéwnaniu z liczebno$cig tych mikroorganizméw
w obiekcie kontrolnym. Dawka symazyny: A — 100 mg-kg™, B — 300 mg-kg™, C — 500 mg-kg™



7%

27% 204
% 53%
66% 86%

Ryc. 4. Odsetek obiektow, w ktorych po zastosowaniu symazyny: — liczba grzybow (jtk-g™)
nie zmienita si¢ statystycznie istotnie, w porownaniu z liczebnoscig tych mikroorganizmow
w obiekcie kontrolnym; [ — liczba grzybow (jtk-g™) zwickszyta sie statystycznie istotnie,
W poréwnaniu Z liczebno$cig tych mikroorganizméw w obiekcie kontrolnym; [l — liczba
grzybow (jtk-g™) zmniejszyta sie statystycznie istotnie, W poréwnaniu z liczebnoscia tych mikro-
organizméw W obiekcie kontrolnym. Dawka symazyny: A — 100 mg-kg*, B — 300 mg-kg™,
C —500 mg-kg*

30%

17%

A 10%

20%
47%
17%
50%
3% 3%

Ryc. 5. Odsetek obiektow, w ktorych po zastosowaniu symazyny: &8 — ilos¢ wydzielonego CO, (cm*h*-g?)
nie zmienila si¢ statystycznie istotnie, W porownaniu z iloscia CO, wydzielonego z obiektu
kontrolnego; [J — ilo$¢ wydzielonego CO, (cm*-h™-g™) zwigkszyta sie statystycznie istotnie,
W poréwnaniu z iloscig CO, wydzielonego z obiektu kontrolnego; [l — ilos¢ wydzielonego CO,
(cm®*h™g™h) zmniejszyta sie statystycznie istotnie, W pordwnaniu z ilosciag CO, wydzielonego
z obiektu kontrolnego. Dawka symazyny: A — 100 mg-kg™, B — 300 mg-kg™*, C — 500 mg-kg™

27%

23%

W pozostatych 27 przypadkach (obiektach), w zaleznosci od dawki symazyny 1 rozpatry-
wanego wskaznika, notowano brak wplywu symazyny lub obserwowano zmiany w liczebnos-
ci i intensywno$ci oddychania mikroorganizméw (tab. 11). W obiektach nr 3 i nr 5 (w mate-
riale z Wotczkowa i w materiale z Parku LeSnego Zdroje) po zastosowaniu symazyny mikro-
organizmy nie zmienialy istotnie swojej liczebnosci i tempa oddychania lub wykazywaty inten-
sywny rozwoj poprzez zwigkszenie swojej liczebnosci i tempa metabolizmu (oddychania).
Na szczegdlng uwage zastuguje obiekt nr 10 (material z Krzekowa), poniewaz mikroorganiz-
my byly tam wyraznie stymulowane przez symazyne do wzrostu i wydzielania CO, — zanoto-
wano prawie szesciokrotny wzrost ilosci wydzielonego CO,, w odniesieniu do obiektu kontrol-
nego. Jeszcze dwa obickty — nr 26 i 27 (materiat z Zatomia i piasek gliniasty z Bukowa) charak-
teryzowatly si¢ obecno$cig mikroorganizmow, ktoére w zaleznosci od uzytej dawki symazyny
i badanej cechy albo nie zmieniaty tempa rozmnazania i aktywnosci metabolicznej, albo byty
wrecz stymulowane do rozwoju.
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Tabela. 11. Wykaz kierunku zmian badanych parametrow po zastosowaniu Symazyny
(Azotopu 50 WP), z zaznaczeniem zawarto$ci substancji organicznej w obiektach i pozytywnego
wyniku biodegradaciji

ol
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Objasn —brak statystycznie istotnego wp’lyw a badany parametr; [JJJj- statystycznie istotne zmniejszenie
warto$ parametru [ -sta atystycznie istotne zwigkszenie warto$ci parametru. 0 mikroorganizmy zasiedlajagce obiekt sa
zdolne do biodegradacji symazyny. Dawkl symazyny: | — 100 mg- kg - 300 mg-kg?, 111 - 500 mg-kg™.

Obiekty: 1 — glina piaszczysta z Przgsocina (taka), 2 — glina piaszczysta z Przgsocina (mtodnik), 3 — materiat z Wotczkowa, 4 — glina
piaszczysta z Siadta Dolnego, 5 — material z Parku Lesnego Zdroje, 6 — glina piaszczysta z Ostoi, 7 — piasek stabogliniasty z ,,Guba-
Towki”, 8 — materiat z Parku Lesnego Arkonskiego, 9 — materiat z parku Kasprowicza, 10 — materiat z Krzekowa, 11 — materiat
z parku Brodowskiego, 12 — materiat z Podjuch, 13 — piasek z Zatomia, 14 — glina lekka z Przectawia (pole po kukurydzy), 15 — piasek
gliniasty z Bukowa (pole), 16 — glina piaszczysta z Przectawia (zaorane pole), 17 — podtoze ogrodnicze, 18 — piasek z Dabia,
19 — glina piaszczysta z Warzymic, 20 — piasek z plazy WPN, 21 — kompost ogrodowy, 22 — materiat z Parku Le$nego w Msciecinie,
23 — materiat z Puszczy Goleniowskiej, 24 — piasek z nabrzeza Jeziora Glgbokiego, 25 — glina piaszczysta z Bukowa, 26 — materiat
z Zatomia, 27 — piasek gliniasty z Bukowa (gka), 28 — materiat z Gumieniec, 29 — biohumus, 30 — piasek z plazy SPN.



Wsrod 30 obiektow mozna rowniez wskaza¢ takie, w ktorych mikroorganizmy w obec-
nosci symazyny, zastosowanej w 3 dawkach, zmniejszaty swojg liczebno$¢ 1 spowalnialy tempo
wydzielania CO,. Obiekty nr 30, 20, 11, 18 i 29 (piasek z plazy SPN, z plazy WPN, materiat
z parku Brodowskiego, piasek z nabrzeza jeziora Dabie i biohumus) zasiedlalty mikroorganizmy
wrazliwe na symazyng (tab. 11).

Zaobserwowano, ze obiekty (30, 20, 18, 24), ktore charakteryzowaly si¢ najmniejsza
zawartoscia substancji organicznej (od 0,5 do 0,8 g-kg™) ijednoczeénie przewaga frakcji
piasku (powyzej 95%), zawieraly mikroorganizmy albo wrazliwe, albo niereagujace na syma-
zyne (tab. 11). Po zastosowaniu symazyny w dawkach 300 i 500 mg-kg™ (poniewaz symazy-
na w dawce 100 mg-kg'1 w wigkszosci przypadkow nie wplywata statystycznie istotnie na
mikroorganizmy) obserwowano znacznie czgéciej brak jej statystycznie istotnego wptywu na
mikroorganizmy w obiektach zawierajacych co najmniej 38 g substancji organicznej, niz
w obiektach zawierajacych mniej tej substancji (tab. 11). Jednak wsrod obiektow z wigksza
iloscia substancji organicznej (powyzej 38 g-kg™) byly tez takie obiekty, w ktorych reakcja
mikroorganizméw na symazyn¢ byla statystycznie istotna. Potwierdzeniem zréznicowanych
reakcji mikroorganizméw na symazyn¢ byly obiekty (8, 9, 17, 21) z najwigksza zawartoscia
substancji organicznej (185,8-894,3 g-kg™). Cenne spostrzezenie dotyczy wplywu symazyny,
uzytej w dawce 500 mg-kg'l, na mikroorganizmy zasiedlajace obiekty zrdéznicowane pod
wzgledem zasobnosci W substancje organiczng. Na og6t badane cechy mikroorganizméw zmieniaty
sie (statystycznie istotnie) w obiektach z mniejsza zawartoscia substancji organicznej (do 38 g-kg™),
natomiast — jak juz wspomniano — w obiektach bardziej zasobnych w substancj¢ organiczna
(powyzej 38 g-kg™) reakcja mikroorganizméw na symazyne czesciej byla nieistotna statys-
tycznie (tab. 11).

Fot. 1. Kolonie grzybéw na podtozu Martina (1950), izolowane z kompostu (obiekt nr 21)
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Fot. 2. Kolonie bakterii na podtozu Bunta-Roviry (1955), izolowane z kompostu (obiekt nr 21)

Stwierdzono pewne zbieznosci (tendencje), na podstawie ktorych mozna uog6lnic¢
efekty oddziatywania symazyny na mikroorganizmy. Przede wszystkim nalezy zwrdci¢ uwage na
niewielki wplyw dawki symazyny 100 mg-kg™. Tylko w kilku obiektach (najwyzej w o$miu)
symazyna w tej dawce wywotata niewielkie zmiany, chociaz statystycznie istotne, dotyczace
zarowno liczebnos$ci mikroorganizmow, jak i iloSci wydzielanego CO; (ryc. 3, 4, 5). Ponadto
wraz ze wzrostem dawki symazyny przybywato obiektow, w ktorych wartosci badanych para-
metréw byly mniejsze niz w obiektach kontrolnych. Najsilniej na mikroorganizmy oddziaty-
wala dawka symazyny wynoszaca 500 mg-kg™. Liczba obiektow, w ktérych nie zanotowano
zmian, po aplikacji symazyny w tej dawce wyraznie si¢ zmniejszyta — dominowaty obiekty,
w ktorych liczebno$¢ bakterii 1 grzybow byta mniejsza, a szybko$¢ oddychania wolniejsza niz
w obiektach kontrolnych (ryc. 3, 4, 5).

Wraz ze wzrostem dawki symazyny zmniejszala si¢ liczba obiektow, w ktérych mikro-
organizmy byly obojetne na symazyne (nie zanotowano zmian warto$ci badanych parametréw
W odniesieniu do wartosci tych parametrow w obiektach kontrolnych). Wzrost dawki symazy-
ny ,,wymuszal” reakcje mikroorganizmow zwigzane z ich liczebnos$cia 1 aktywnos$cig metabo-
liczna. Po zastosowaniu symazyny w dawce 100 mg-kg™ obiektéw, w ktérych nie ustalono
statystycznie istotnych zmian w liczebnosci bakterii i grzybow oraz w szybkosci wydzielania
ditlenku wegla, byto ok. 70%. Natomiast po uzyciu symazyny w dawce 500 mg-kg™ juz tylko
ok. 25% obiektow charakteryzowato si¢ obecno$cig mikroorganizméw odpornych na wptyw
tej substancji aktywnej (ryc. 3, 4, 5). Przyktady kolonii bakterii i grzybow izolowanych z obiektu
nr 21 przedstawiono powyzej (fot. 1, 2).

4.1.2. Liczebno$¢ bakterii w roznych matrycach srodowiskowych

Po zastosowaniu symazyny nie stwierdzono obecno$ci bakterii w obiekcie nr 30 (w piasku
z plazy SPN). Obiekty nr 18 i nr 20 (piasek z nabrzeza jeziora Dabie i piasek z plazy WPN)
zawieraly mikroorganizmy wrazliwe na symazyne, poniewaz po zastosowaniu dawek 300
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i 500 mg-kg™ nie wykryto w nich obecnosci bakterii. Bakterie z obiektu nr 29 (z biohumusu)
réwniez byty nicodporne na symazyne — ich liczba byta mniejsza, niz w obiekcie kontrolnym,
0 20, 60 i 40% (odpowiednio po zastosowaniu symazyny w dawkach 100, 300, 500 mg-kg™).
W pozostatych obiektach, jezeli odnotowano zmiane liczebnoS$ci bakterii, to byto to zmniej-
szenie rzedu kilkunastu—kilkudziesigciu procent i to jedynie po zastosowaniu najwigkszej dawki
symazyny (tab. 12).

Tabela 12. Liczebnos¢ bakterii w obiektach (-10* jtk-g™*) po zastosowaniu symazyny (Azotopu
50 WP)

Numer Symazyna (mg-kg™)

obiektu™ 0 100 300 500

1 405,79 b 399,58 bc 49896 a 339,54 ¢
2 529,01 a 607,28 a 596,49 a 237,51 b
3 1243,52 bc 1371,33 b 1668,39 a 1188,25 ¢
4 804,46 a 815,64 a 831,28 a 887,15 a
5 3157,89 a 3001,12 a 324748 a 313549 a
6 626,45 b 582,36 b 809,74 a 4129 c
7 1943 b 36,83 a 6,03 ¢ 001 d
8 1119,89 a 1028,06 ab 1109,69 a 931,12 b
9 11094,45 b 13103,45 b 20689,66 a 12 143,93 b
10 89,91 b 97,75 b 12533 a 104,26 ab
11 321550 a 371721 a 239452 b 4515 c
12 799145 a 7564,10 a 613,24 b 670,94 b
13 17087 a 17971 a 119,89 b 111,83 b
14 439,48 500,58 bc 571,09 b 2397,18 a
15 40,38 a 38,87 a 3844 a 001 b
16 550,81 b 909,28 a 0,02 d 014 ¢
17 10436,89 b 12645,63 a 11 893,20 ab 584223 ¢
18 1364 a 1336 a 0,00 b 0,00 b
19 118,25 a 116,37 a 119,67 a 112,60 a
20 014 a 0,04 b 000 ¢ 0,00 ¢
21 81789,80 c 81581,69 c 10988550 a 102809,00 b
22 26,76 b 26,52 b 53,75 a 50,93 a
23 8392,07 a 8656,38 a 7466,96 b 5022,02 ¢
24 431 a 442 a 480 a 0,00 b
25 1091,29 b 1007,34 b 776,49 434417 a
26 787 ¢ 1331 b 1513 b 280,52 a
27 138,35 ¢ 140,99 ¢ 148,32 b 198,57 a
28 56,74 ¢ 91,75 b 92,15 b 111,26 a
29 88016,11 a 68479,36 b 37059,42 d 54179,25 c
30 002 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b

Wartoéci liczbowe w wierszach tabeli oznaczone takimi samymi literami nie r6znia si¢ statystycznie istotnie wedhug testu Tukeya,
przy poziomie istotnosci a = 0,05.
* Opis obiektow zob. tab. 11.

Dos¢ liczng grupe stanowity obiekty (1, 6, 7, 25, 16, 17), w ktérych po zastosowaniu
jednej dawki symazyny (najczesciej 100 mg-kg™) zwickszata si¢ liczba bakterii, @ po uzyciu
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drugiej dawki (najczesciej 300 lub/i 500 mg-kg™) odnotowywano redukeje liczebnosci tych
mikroorganizméw. Przyktadem jest obiekt nr 16 (probka gliny piaszczystej z Przectawia), w ktorym
po zastosowaniu najmniejszej dawki symazyny liczba bakterii zwigkszyla si¢ 0 65%, W porow-
naniu z obiektem kontrolnym, a wicksze dawki symazyny (300, 500 mg-kg™) zmniejszaty ich
liczbe i to 0 kilka rzedow wielkosci (tab. 12).

Wsrod kilkudziesigeiu obiektow mozna wskazac tez takie, w ktorych po zastosowaniu
symazyny liczebnos$¢ bakterii nie zmieniata si¢ lub byta wicksza niz w obiektach kontrolnych.
Najwickszy wzrost liczby bakterii (o 70%, 90% 1 250%, w poréwnaniu z liczbg bakterii w obiek-
cie kontrolnym, po zastosowaniu odpowiednio wzrastajgcych dawek symazyny) zaobserwo-
wano w materiale z taki pobranej w Zatomiu (w obiekcie nr 26). Stwierdzono tam zalezno$¢:
im wigcej symazyny, tym wigcej bakterii. W glebie z symazyng (w obiekcie nr 26) bakterii byto
wiccej $rednio o ok. milion jtk-g™ niz w glebie kontrolnej. Podobnie byto po zastosowaniu wzrasta-
jacych dawek symazyny w przypadku obiektow: 28, 22, 14, w ktorych odnotowano wielokrotne
(nawet pigciokrotne w obiekcie nr 14 — w glinie lekkiej z Przectawia) zwigkszenie liczby bakterii
po kontakcie z symazyng. W 15 obiektach co najmniej jedna dawka symazyny stymulowata
wzrost bakterii — najczesciej byly to mniejsze zmiany liczebnosci, siggajace kilku-, kilkunastu
procent. Jedynie w 3 obiektach (nr 4 — w glinie piaszczystej z nabrzeza Odry, 5 — w materiale
z parku w Zdrojach, 19 — w glinie piaszczystej z Warzymic) nie stwierdzono statystycznie istot-
nego wptywu 3 dawek symazyny na liczebnos¢ bakterii (tab. 12).

Jak juz wspomniano, w obiektach, w ktorych zawarto$¢ substancji organicznej przekra-
czata 38 g-kg™, obserwowano znacznie czesciej wystepowanie bakterii odpornych na symazyne.
W tych przypadkach liczba bakterii po zastosowaniu symazyny w dawkach 300 i 500 mg-kg™
czesto nie zmieniata si¢ statystycznie istotnie (tab. 11).

4.1.3. Liczebnos$¢ grzybéw w réznych matrycach srodowiskowych

Negatywny wplyw symazyny, zastosowanej w 3 dawkach, dotyczyt obiektu nr 30 (piasku
z plazy SPN), w ktorym liczba grzybéw zmniejszyta si¢ 0 33% (po zastosowaniu symazyny
w dawce 100 mg-kg™) i 0 ok. 67% (po uzyciu dawek symazyny 300 i 500 mg-kg™). Symazy-
na zredukowata tez liczbg grzybow w obiekcie nr 22 (w materiale z parku w Msciecinie), jednak
nie tak znacznie jak ww. obiekcie — liczba grzybow ulegta zmniejszeniu srednio 0 20%. Na uwage
zashuguje oddzialywanie symazyny na grzyby w obiekcie nr 7 (w piasku stabogliniastym pobra-
nym na szczecifiskiej ,,Gubatowee™), w ktorym jej najmniejsza dawka (100 mg-kg™) nie wptyneta
statystycznie istotnie na liczebno$¢ grzybow, natomiast aplikacja pozostatych 2 dawek spowo-
dowata ich calkowitg eliminacje¢. W obiektach nr 15 i nr 20 (w piasku gliniastym z Bukowa
i w piasku z plazy WPN) réwniez symazyna w dawce 500 mg-kg™ catkowicie wyeliminowata
grzyby, jednak co najmniej jedna z dawek (100 lub/i 300 mg-kg™) w tych obiektach nie wplynela
istotnie na liczebnos$¢ grzybow. W dalszej kolejnosci najwiekszg redukcje liczby tych mikro-
organizmow zanotowano w obiektach nr 8 i nr 9 (w materiale z Parku Lesnego Arkonskiego
i z parku Kasprowicza), w ktorych dawki symazyny, wynoszace 300 i 500 mg-kg™, zmniejszyty
liczbg grzybow $rednio 0 ok. 50% (tab. 13).

Znacznie mniej byto obiektow, ktore charakteryzowaty si¢ zwigkszeniem liczby grzyboéw
po wprowadzeniu do podtoza symazyny. Najwickszy wzrost liczebnosci grzybow, 110 po zastoso-
waniu wszystkich 3 dawek symazyny, dotyczyt obiektow nr 10 i nr 5 (materiatu z Krzekowa
i materiatu z Parku Lesnego Zdroje). Mimo ze wtych 2 przypadkach jedna jej dawka nie
wplyneta statystycznie istotnie na wynik, wzrost liczby grzybéw byt znaczny — wynosit srednio
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kilkadziesigt procent, w odniesieniu do liczebnosci grzybow w obiektach kontrolnych. W obiek-
cie nr5 wraz ze zwigkszaniem ilo$ci symazyny w glebie stwierdzano coraz wieksza liczbe
grzybow — liczba ich komérek (w jtk) zwigkszata si¢ sukcesywnie o 7, 58 i 89%, w odniesie-
niu do liczebnosci grzybow w obiekcie kontrolnym (tab. 13). W obiektach 24, 11 i 13 stwierdzo-
no przeciwstawne kierunki oddziatlywania symazyny na grzyby, w zaleznosci od zastosowanej
dawki. Dawka symazyny wynoszaca 100 mg-kg™ stymulowata grzyby do rozwoju (we wszystkich
3 obiektach grzybow byto wiecej 0 kilkanascie procent niz w wariancie kontrolnym); kolejne
dawki symazyny zmniejszaty liczebno$¢ grzybow (zazwyczaj 0 kilkadziesigt procent).

Tabela 13. Liczebnosé grzybow w obiektach (-10% jtk-g™) po zastosowaniu Symazyny
(Azotopu 50 WP)

Numer Symazyna (mg-kg™)
obiektu* 0 100 300 500

1 5548 b 699,7 a 5362 b 5755 b
2 750,7 a 829,1 a 798,3 a 644 b
3 3488,7 a 4352,3 a 37651 a 3488,7 a
4 2256,9 a 21899 a 21452 a 26145 a
5 22844 ¢ 24412 ¢ 3605,8 b 43225 a
6 2326,1 a 22348 a 23261 a 19840 b
7 42 a 45 a 00 b 00 b
8 16530 a 16224 a 12474 b 71 ¢
9 43778 a 4407,8 a 26,7 b 240 b
10 30044 b 5650,2 a 38340 b 4910,3 a
11 198840,0 a 2232020 a 1654292 b 00 c
12 3076,9 ab 3354,7 a 29273 b 3055,5 ab
13 1534 b 1742 b 239,2 ab 30,3

14 9870 a 904,8 a 944,7 a 8272 b
15 1,1 a 08 b 11 a 00 ¢
16 1385 b 150,3 ab 148,2 ab 1543 a
17 8665,0 a 7669,9 b 8300,9 ab 8373,7 ab
18 12 a 13 a 12 a 02 b
19 636,0 a 596,0 a 666,6 a 676,0 a
20 13 a 13 a 12 a 00 b
21 5327,7 a 5306,9 a 44120 b 37252 ¢
22 66,4 a 58,7 ab 50,7 b 538 b
23 9493 a 962,5 a 920,7 a 914,1 a
24 34 a 38 a 09 b 09 b
29 49947 ab 45750 b 52046 a 5267,5 a
26 333 b 363 b 36,1 b 442 a
27 23,0 bc 26,7 b 214 ¢ 395 a
28 751 a 773 a 730 a 328 b
25 0,17 a 0,16 a 0,15 a 00 b
30 0,09 a 0,06 b 0,03 ¢ 0,03 c

Wartosci liczbowe W wierszach tabeli oznaczone takimi samymi literami nie r6znia si¢ statystycznie istotnie wedtug testu Tukeya,
przy poziomie istotnosci a = 0,05.
* Opis obiektow zob. tab. 11.
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W pigciu obiektach (3, 4, 12, 19, 23) symazyna w zadnej z zastosowanych dawek nie
wplyneta statystycznie istotnie na warto$¢ badanego parametru. W obiektach niewymienio-
nych w tym rozdziale zastosowanie tylko jednej dawki symazyny (100 lub 300, lub 500 mg-kg™)
wptynelo znacznie na liczebnos$¢ grzybow (tab. 13).

W obiektach, w ktérych zawarto$¢ substancji organicznej przekraczata 38 g-kg™, znacznie
czescie] wystepowaty grzyby odporne na symazyne. Jednak statystycznie istotny brak wptywu
symazyny na liczebno$é grzybéw odnotowano w obiektach zawierajacych wigcej niz 38 g-kg™
substancji organicznej jedynie w przypadku zastosowania najwiekszej dawki tej substancii, tj.
500 mg-kg™ (tab. 11).

4.1.4. Szybkos$é¢ wydzielania CO, przez mikroorganizmy z réznych siedlisk

Zaobserwowano, ze Wzrost dawki symazyny w rézny sposob oddziatywat na wydzie-
lanie CO; przez mikroorganizmy. Wraz ze wzrostem dawki symazyny zmniejszata si¢ liczba
obiektow, w ktorych nie stwierdzano statystycznie istotnego wptywu tej substancji na inten-
sywnosé¢ wydzielania ditlenku wegla (ryc. 5). Po zastosowaniu symazyny w dawce 100 mg-kg™
odnotowano brak istotnego wptywu na badany parametr w 22 obiektach, a po uzyciu 300 mg-kg™ —
w 14 obiektach; najwigksza dawka symazyny nie wywarta istotnego wptywu jedynie w 8 obiek-
tach (ryc. 5). Stosujac dawke symazyny wynoszaca 500 mg-kg™, w 15 obiektach (1, 2, 6, 7, 8,
11, 13, 15, 16, 18, 20, 24, 25, 29, 30) zanotowano zmnigjszenie ilosci wydzielanego CO».
W pozostatych obiektach ilos¢ ditlenku wegla po uzyciu symazyny byta albo znacznie wigksza
niz w wariantach kontrolnych (5, 10, 14, 20, 22, 26, 27, 28), albo nie roznita si¢ Statystycznie
istotnie od jego ilosci w wariantach bez symazyny (3, 4, 9, 12, 17, 19, 21, 23). Przy czym
gdy ilos¢ CO, byta wigksza w obiektach z symazyng, niz w wariantach kontrolnych, czesto
roéznica wynosita kilkaset procent (np. w obiektach 10, 14, 26). Natomiast gdy ilos¢ CO,
byta mniejsza, niz w obiektach kontrolnych, réznica wynosita kilkanascie albo najwyzej kilka-
dziesiat procent (tab. 14).

W materiale z Krzekowa (w obiekcie nr 10) ilos¢ ditlenku wegla wzrosta pieciokrotnie
po kontakcie z symazyna we wszystkich dawkach. Po zastosowaniu symazyny w dawkach
300 i 500 mg-kg™ intensywno$¢ wydzielania ditlenku wegla wzrosta ponaddwukrotnie w obiekcie
nr 14 (w glinie lekkiej z Przectawia). W obiekcie nr 26 (w materiale pobranym na tace w Zatomiu)
rowniez dwukrotnie wiecej CO, stwierdzono w glebie z dodatkiem symazyny (tab. 14). Jeszcze
w kilku innych obiektach (3, 5, 22, 28) odnotowano kilkudziesi¢cioprocentowe zwigkszenie
ilosci wydzielanego ditlenku po aplikacji do gleby symazyny w co najmniej 2 dawkach.

Wsrod obiektow, w ktorych symazyna we wszystkich dawkach wywotala zmniejsze-
nie wydzielania badanego gazu, znalazty si¢ piaski z dwoch plaz (WPN i SPN — odpowiednio
obiekty nr 20 i nr 30), a w dalszej kolejnosci — obiekty, w ktorych jedynie dwie dawki symazy-
ny wywotaly efekt zmniejszenia ilosci ditlenku wegla; byty to: piasek z nabrzeza jeziora Dabie
(obiekt nr 18), piasek stabogliniasty z ,,Gubatowki” (obiekt nr 7), materiat z parku Brodows-
kiego (obiekt nr 11), biohumus (obiekt nr 29). Mikroorganizmy zasiedlajgce piasek z 2 plaz
podobnie reagowaty na symazyne — dawka najmniejsza, wynoszaca 100 mg-kg™”, spowodowata
zmniejszenie wydzielania CO, o ok. 30%, kolejna dawka (300 mg-kg™) — o ok. 50%, a dawka
najwigksza (500 mg-kg™) — $rednio 0 65% (w poréwnaniu z wariantami kontrolnymi tych
obiektow) — tab. 14. Mikroorganizmy, ktore nie zmienily statystycznie istotnie szybkosci wydzie-
lania ditlenku wegla po kontakcie z symazyna (uzyta w dawce 500 mg-kg™), zasiedlaty obiek-
ty zawierajace wigcej niz 40 g-kg™ substancji organicznej (byty to obiekty 19, 4, 3, 23, 12, 9,
21, 17) —tab. 11.
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Tabela 14. Tempo oddychania mikroorganizméw, ilos¢ wydzielonego CO, (cm*g*-h™)
w obiektach po zastosowaniu symazyny (Azotopu 50 WP)

Numer Symazyna (mg-kg™)

obiektu* 0 100 300 500
1 0,122 ab 0,126 a 0,119 b 0,096 c
2 0,174 a 0171 a 0,166 a 0131 b
3 0,223 ¢ 0,314 b 0,348 a 0,245 ¢
4 0,301 a 0,295 a 0275 a 0,291 a
5 0,270 b 0,273 b 0,352 a 0,363 a
6 0,170 b 0,168 b 0,226 a 0,130 ¢
7 0,109 a 0,101 a 0,048 b 0,023 ¢
8 0,152 b 0,152 b 0,162 a 0,133 ¢
9 0,236 a 0,230 a 0,239 a 0231 a
10 0,057 b 0,286 a 0,295 a 0,295 a
11 0,247 a 0,259 a 0,213 b 0,128 ¢
12 0,193 a 0,191 a 0192 a 0,185 a
13 0,177 a 0,170 a 0170 a 0,140 b
14 0,225 ¢ 0,209 ¢ 0,465 b 0,557 a
15 0,104 a 0,098 a 0,095 a 0,046 b
16 0,162 b 0,312 a 0,151 b 0122 ¢
17 0,262 ab 0,269 a 0,244 b 0,242 b
18 0,032 a 0,031 a 0,022 b 0,015 ¢
19 0,142 a 0,133 a 0,135 a 0,133 a
20 0,100 a 0072 b 0,052 ¢ 0,042 ¢
21 0,285 b 0,293 ab 0,302 a 0,296 ab
22 0,018 ¢ 0,018 ¢ 0,029 a 0,021 b
23 0,179 a 0,182 a 0,183 a 0,178 a
24 0,170 b 0,187 a 0,168 b 0,099 c
25 0,099 a 0,097 a 0,093 a 0,078 b
26 0,130 ¢ 0,41 b 0,261 a 0,289 a
27 0,072 b 0,076 b 0,075 b 0,099 a
28 0,109 ¢ 0,133 b 0,141 a 0,140 a
29 0451 a 0439 a 0,290 b 0,268 ¢
30 0,008 a 0,005 b 0,004 ¢ 0,002 d

Wartosci liczbowe w wierszach tabeli oznaczone takimi samymi literami nie roznig si¢ statystycznie istotnie wedhug testu
Tukeya, przy poziomie istotnosci o = 0,05.
* Opis obiektow zob. tab. 11.

4.2.  Ocena zdolnosci mikroorganizmow z r6znych siedlisk
do biodegradacji symazyny

4.2.1. Wykrywanie obecnosci mikroorganizmow biodegradujacych symazyne
W réznych matrycach srodowiskowych

W wigkszo$ci badanych obiektow nie stwierdzono obecno$ci mikroorganizmow szybko
biodegradujgcych symazyne, tj. takich, ktore w ciggu 14 dni chociaz zainiowatyby proces
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rozktadu tej substancji. Jedynie w 7 przypadkach (tj. w 23% wszystkich obiektéw) wykazano
statystycznie istotny ubytek symazyny w podtozach hodowlanych, co potwierdzito obecnosé
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji symazyny (ryc. 6). Obiekty, w ktorych wykryto
obecno$¢ mikroorganizméw aktywnych w biodegradacji symazyny, to: glina piaszczysta
z Przesocina (obiekt nr 1), glina piaszczysta z Siadta Dolnego (obiekt nr 4), materiat z parku
w Msciecinie (obiekt 22), materiat z Parku Arkonskiego (obiekt 8), material z Krzekowa
(obiekt 10), glina lekka z Przectawia (obiekt 14), material z parku Kasprowicza (obiekt 9).
W pozostatych obiektach nie wykryto mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji symazyny.
Dlatego w pracy tej zamieszczono wyniki badan dotyczace biodegradacji tylko we wspomnia-
nych 7 obiektach (ryc. 6).

Mikroorganizmy hodowano w 3 podtozach z symazyna, réznigcych si¢ zrodtem wegla
i/lub azotu. Zmodyfikowane podtoze Bushnella i Haasa (1941) zawierato symazyne i cytry-
nian sodu (tab. 4, podtoze nr 5) lub symazyne i glukozg (tab. 5, podtoze nr 6), lub symazyng,
pepton i glukoze (tab. 6, podtoze nr 7). W podtozach nr 5 i nr 6 obserwowano ubytek syma-
zyny po wprowadzeniu mikroorganizmow ze wszystkich obiektow, tj. z obiektow 1, 4, 22, 8,
10, 14, 9. Jednak w podtozu, w ktérym zamiast cytrynianu sodu dodano glukoz¢ (w podtozu
nr 6), proces biodegradacji przebiegatl na og6t wolniej niz w podtozu z cytrynianem sodu (nr 5).
Proba przeprowadzania biodegradacji symazyny w podtozu z peptonem i glukoza (w podtozu
nr 7) wykazata, ze obecnos¢ w podtozu hodowlanym innego, niz symazyna, organicznego zrodta
azotu hamuje proces jej biodegradacji. We wszystkich wariantach hodowlanych z peptonem
biodegradacja nie zachodzita lub przebiegata jedynie w niewielkim zakresie (ryc. 6).

Mikroorganizmy z obiektu nr 1 (z gliny piaszczystej z taki w Przgsocinie) przeprowa-
dzaty biodegradacj¢ symazyny na podiozu ptynnym z cytrynianem sodu (na podiozu nr5).
Jedynie w tej wersji hodowlanej zanotowano statystycznie istotny ubytek substancji juz po
tygodniu hodowli (ilo§¢ symazyny zmniejszyta si¢ 0 13%). W ostatnim terminie pomiaru syma-
zyny byto 0 ok. 30% mniej niz na poczatku.

W glinie piaszczystej z nabrzeza Odry — z Siadta Dolnego (w obiekcie nr 4) co prawda
odnotowano obecno$¢ mikroorganizméw biodegradujacych symazyne, ale jej rozktadat zachodzit
jedynie na podtozu z cytrynianem sodu (w podtozu nr 5) — ryc. 6. W ostatnim terminie pomia-
ru ubyto jedynie 25% symazyny.

Na szczegdlng uwagg zastuguja dwa kolejne obiekty — nr 22 i nr 8 (odpowiednio mate-
riat z parku w Msciecinie i materiat z Parku Le$nego Arkonskiego), poniewaz zasiedlaty je mikro-
organizmy intensywnie biodegradujace symazyne (ryc. 6). W drugim terminie pomiaru (w siodme;j
dobie) symazyny juz prawie nie byto — odnotowano jedynie kilka-, kilkanascie procent wartosci
poczatkowej. W tych dwoch przypadkach biodegradacja symazyny zachodzita intensywnie
zarowno W podtozu z cytrynianem sodu, jak i w podtozu z glukozg (nie stwierdzono statys-
tycznie istotnych rdéznic W zawartosci symazyny W tych 2 podlozach). Réwniez wyjatkowo
(jedyny taki przypadek w doswiadczeniu) w hodowli w podtozu z peptonem (w podtozu nr 7)
mikroorganizmy z obiektu nr 22 wykorzystywaty symazyne; w drugim terminie pomiaru byto
jej mniej o ok. 25% (ryc. 6).

W ptynnym podtozu hodowlanym z cytrynianem sodu i w podtozu z glukozg odnoto-
wano ubytek symazyny (ryc. 6), poniewaz byta ona biodegradowana przez mikroorganizmy
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Ryc. 6. Biodegradacja symazyny przez mikroorganizmy zasiedlajace 7 obiektow. Podtoza: nr 5 — z cytrynianem sodu, nr 6 — z glukoza, nr 7 — z glukoza, peptonem.



z obiektu nr 10 (z materiatu z Krzekowa). Podtoze z cytrynianem sodu (podtoze nr 5) ,,odpo-
wiadato” mikroorganizmom biodegradujgcym symazyng, poniewaz juz po 7 dobach byto jej mniej
0 ok. 50%, a po 14 dobach — 0 65%, w poréwnaniu z ilo$cig Symazyny w pierwszej dobie.

Mikroorganizmy z obiektu nr 14 (z gliny lekkiej pobranej z Przectawia) maksymalnie 0 47%
zmniejszyly ilo$¢ symazyny w czternastodniowej hodowli w podtozu z cytrynianem sodu (w podto-
zu nr 5). W podtozu z glukoza (nr 6) nastgpita redukcja zawartosci symazyny o 32% (ryc. 6).

Biodegradacja symazyny przez mikroorganizmy z obiektu nr 9 (z materiatu pobranego
w parku Kasprowicza) w podtozu z cytrynianem sodu (w podlozu nr 5) juz po pierwszym
tygodniu doprowadzita do zmniejszenia zawartosci tej substancji prawie 0 60%; w nastgpnym
terminie byto juz tylko 16% jej poczatkowe;j ilosci. Zawarto$¢ symazyny W podtozu z glukoza
tez stopniowo malata — w siddmej dobie bylto jej mniej 0 35%, a w ostatnim terminie pomiaru
—juz o0 52%.

Poréwnujac wyniki 2 eksperymentdéw, dotyczacych wykrywania obecno$ci mikroorga-
nizmow zdolnych do biodegradacji symazyny (zob. rozdziat 4.2.1) i wptywu symazyny na
liczebnos$¢ bakterii | grzybow (zob. rozdziaty 4.1.1 i 4.1.2), stwierdzono, ze obiekty z odpor-
Nymi na symazyn¢ mikroorganizmami nie zawsze zawieraty mikroorganizmy biodegradujace
te substancje (tab. 11). Jedynie 2 obiekty sposrod 7 (nr 10 i nr 4), ze stwierdzong obecnos$cig
mikroorganizmow biodegradujacych, wykazywaty jednoczes$nie obecnos¢ bakterii i grzybow
odpornych, niepoddajacych si¢ dziataniu symazyny lub stymulowanych do wzrostu i aktyw-
no$ci metabolicznej przez te¢ substancj¢. Jedynie w 2 obiektach sposrod 7 (w obiektach nr 1
i nr 8) byly obecne mikroorganizmy biodegradujace symazyne, ale jednoczesnie wrazliwe na
te substancj¢ zastosowang w najwickszej dawce (500 mg-kg'l) — tab. 11. Mozna wskaza¢ tez
obiekty, ktore zawieraty bakterie i grzyby odporne, a nawet stymulowane przez symazyne do
wzrostu i oddychania, ale jednocze$nie niezdolne do jej biodegradacji (np. mikroorganizmy
z obiektow 19, 27, 3).

Siedem obiektow (1, 4, 8, 9, 10, 14, 22), ktore charakteryzowaty si¢ obecnoscig mikroorga-
nizméw biodegradujacych symazyne, zawierato rozng ilo$¢ substancji organicznej (od 20,3 g-kg™
w obiekcie nr 22 do 185,8 g-kg™ w obiekcie nr 9). Nie zaobserwowano, by mikroorganizmy
zdolne do biodegradacji symazyny ,,preferowaty” obiekty o okreslonej zawartosci substancji
organicznej, poniewaz nie wykryto ich obecnosci ani w obiektach z najmniejsza, ani w obiektach
z najwigkszg jej zawartoscig (tab. 11).

W kazdej dzielnicy miasta Szczecina wytypowano kilka miejsc pobierania probek, jednak
nie ustalono, by ktora$ lokalizacja zapewniata mikroorganizmom odporno$¢ na symazyng czy
zdolnos¢ do jej biodegradacji. W toku badan okazalo si¢, ze w kazdej dzielnicy Szczecina (i poza
miastem) wykrywano obecnos¢ mikroorganizmow biodegradujacych i/lub odpornych (wrazli-
wych) na symazyng. Wyniki wskazuja, ze odleglo$¢ miedzy miejscami pobierania probek (loka-
lizacja) nie miata wptywu na obecno$¢ mikroorganizmoéw zdolnych do biodegradacji symazyny.
W przypadku blisko potozonych od siebie obiektow — o kilka, kilkanascie metréw (np. w przypad-
ku obiektow 14, 16 oraz 1, 2), réznigcych si¢ sposobem uzytkowania, w jednym z nich stwier-
dzano obecno$¢ mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji symazyny, a w drugim nie. Ten
fakt wskazuje na wazng rol¢ sposobu uzytkowania gleb w ksztattowaniu sktadu mikrobioce-
nozy i jej wlasciwosci.
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4.2.2. Liczebno$¢ mikroorganizméw biodegradujacych symazyne w réznych
matrycach srodowiskowych

Po inkubacji mikroorganizméw W podtozach ptynnych (nr 5, 6, 7), zawierajacych glukoze
lub cytrynian sodu oraz symazyne lub symazyne i pepton (zob. rozdz. 4.2.1), wykorzystano te
podtoza w wersjach zestalonych agarem (podtoza nr 8, 9, 10) do oceny liczebnoséci mikroorga-
nizmow (W jtk). Podtoze nr 11, zawierajace glukoze, ale bez symazyny i innego zrodta azotu,
wlaczono do badan w celu sprawdzenia zdolnosci izolatéw do diazotrofii.

Generalnie najwiecej mikroorganizméw wyhodowano na podtozu zawierajgcym pepton
(nr 10) — tab. 15. Jednak to nie ono (w wersji ptynnej) najbardziej nadawato si¢ do biodegra-
dacji symazyny. Podtoze ptynne z cytrynianem sodu (podtoze nr 5) okazato si¢ najlepsze do
przeprowadzania biodegradacji symazyny (ryc. 6).

Tabela 15. Liczebno$¢ mikroorganizméw inkubowanych na podlozach zawierajacych rozne
zrodta wegla i azotu (-10% jtk-g™)

Numer Numer podtoza mikrobiologicznego

obiektu 8 9 10 11

1 1811 ¢ 390,7 b 13172,8 a 0,0 d
4 1173 b 332 ¢ 25698,3 a 0,0 d
22 12,7 ¢ 48,0 b 15819 a 135 ¢
8 4815 c 650,5 b 1017219 a 357,1 d
10 00 b 00 b 52410 a 00 b
14 00 a 0,0 a 88,0 a 00 a
9 1,7 b 13 b 9766,0 a 00 c

Warto$ci liczbowe w wierszach oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ statystycznie istotnie wedtug testu Tukeya,
przy poziomie istotnosci o = 0,05. Obiekty: 1- glina piaszczysta z Przesocina, 4 — glina piaszczysta z Siadta Dolnego, 22 — materiat
z parku w Msciecinie, 8 — materiat z Parku Lesnego Arkonskiego, 10 — materiat z Krzekowa, 14 — glina lekka z Przectawia, 9 — materiat
z parku Kasprowicza. Podtoza: nr 8 — z cytrynianem sodu (tab. 7), nr 9 — z glukoza (tab. 8), nr 10 — z glukozg i peptonem
(tab. 9), nr 11 — bez zrodta azotu (tab. 10).

Mikroorganizmy z obiektu nrl1 (z gliny piaszczystej z Przesocina) bez Zrodta azotu
w podtozu hodowlanym (w podtozu nr 11) nie rosty, w zwigzku z czym mozna stwierdzié, ze
nie byty zdolne do diazotrofii. Po wprowadzeniu symazyny do podtoza (nr 9) wyhodowano
bakterie w ilosci okoto 40 tys. jtk-g™. Réwniez na podtozu z cytrynianem sodu (nr 8) odnoto-
wano ich obecno$é — nieco ponad 18 tys. jtk-g™ (tab. 15). Wzrost mikroorganizméw na podiozach
z symazyna jako jedynym Zrodlem azotu (na podtozach nr 8 i nr 9) i brak wzrostu na podtozu
bez dodanego zrodta azotu (na podtozu nr 11) wskazuje na zdolno$¢ tych mikroorganizmow
do biodegradaciji symazyny. Jeszcze wiccej mikroorganizmoéw z tego obiektu (ok. 1,3 min jtk-g™)
pojawito si¢ na podtozu nr 10, gdy zrodlo azotu uzupeliono peptonem, jednak prawdopodobnie
nie byly to mikroorganizmy wykorzystujace tylko Ssymazyne (tab. 15).

Rowniez w obiekcie nr 4 (w glinie piaszczystej z nabrzeza Odry — z Siadta Dolnego),
nie odnotowano obecnosci mikroorganizméw zdolnych do wzrostu na podtozu nr 11, tj. na podto-
zu bez dodanego zrodia azotu. Natomiast po dodaniu do podloza zréodta wegla w postaci
glukozy (podtoze nr 9) lub cytrynianu sodu (podtoze nr 8) liczba bakterii zwigkszyta sie
odpowiednio do ok. 3,3 i ok. 12 tys. jtk-g™. Liczba mikroorganizméw, hodowanych na podiozu
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z glukoza i peptonem (nr 10), wielokrotnie si¢ zwigkszyta, W poréwnaniu z ich liczebnoscia
na podtozach z symazyna jako jedynym zrodtem azotu — bylo ich ok. 2,5 min. jtk-g™.

W obiektach nr22 i nr8 (odpowiednio w materiale z parku w Mscigcinie iz Parku
Lesniego Arkonskiego) stwierdzono obecno$¢ bakterii asymilujgcych azot czasteczkowy z powiet-
rza. Na podlozu bez zrédta azotu (na podtozu nr 11) wyrosto bakterii okoto 1,3 tys. jtk-g*
(z obiektu nr 22) oraz 36 tys. jtk-g™ (z obiektu nr 8). W obiekcie nr 22 bakterii biodegradujacych
symazyne¢ bylo kilka razy wigcej na podtozu z glukoza niz na podlozu z cytrynianem sodu
(tab. 15). Podobne spostrzezenia dotyczg hodowli mikroorganizméw pochodzacych z obiektu
nr 8. Bardzo duzo bakterii z obiektu nr 8 wyhodowano na podtozu z peptonem (nr 10) — ponad
10 min. jtk-g™. Zdolno$¢ mikroorganizméw do wzrostu na podfozu bez azotu (na podiozu
nr11) moze sugerowaé, ze — MimMo wzrostu na podtozach z symazyng (na podtozach nr 8
i nr 9) — mogly one korzysta¢ z azotu atmosferycznego, a nie z symazyny. Jednak w ptynnych
odpowiednikach podtozy hodowlanych z cytrynianem sodu lub glukoza (w podtozu nr5 i nr6)
odnotowano ubytek symazyny, mimo ze tu rowniez drobnoustroje te mogty korzysta¢ z azotu
atmosferycznego (zob. rozdz. 4.2.1). Ze wzgledu na efektywnos$¢ procesu biodegradacji
symazyny, przeprowadzanego przez mikroorganizmy z obiektow nr 22 i nr 8, wytypowano je
do dalszych badan.

Mikroorganizmy (bakterie) z obiektu nr 10 (z materiatu z Krzekowa) pojawity si¢ jedynie
na podtozu z peptonem (na pozywce nr 10) — w ilosci nieco ponad 500 tys. jtk-g™. Nie zaob-
serwowano ani jednej kolonii na innych pozywkach (tab. 15), mimo ze w odpowiednikach
tych podtozy w wersji ptynnej (zob. rozdz. 4.2.1) biodegradacja symanazy zachodzita (ryc. 6).
Mikroorganizmy pochodzace z obiektu nr 14 (z probki gliny lekkiej z Przectawia) rowniez
nie rosty na podtozach zestalonych agarem, oprocz podtoza z peptonem (nr 10), na ktorym
wyhodowano ich prawie 9 tys. jtk-g™ (tab. 15).

Wsrod mikroorganizmow wyizolowanych z obiektu nr 9 (z materiatu z parku Kaspro-
wicza), oprocz kolonii bakterii, rowniez drozdze byty obecne na podtozu z peptonem i gluko-
zg (na pozywce nr 10). Nie one jednak powodowaty ubytek symazyny z hodowli, poniewaz
tylko bakterie wyrosty na podlozach z symazyna i cytrynianem lub glukoza (na podtozach
nr8 inr 9). Sto siedemdziesigt jednostek tworzacych kolonie w gramie gleby stwierdzono,
hodujac mikroorganizmy na podlozu z cytrynianem sodu, a o kilkadziesiat jednostek mniej
na podtozu z glukoza. Prawie milion kolonii odnotowano na podtozu z peptonem i glukoza
(nr 10). Nie wykryto obecnosci asymilatorow azotu czgsteczkowego (tab. 15).

4.2.3. Efektywno$¢ biodegradacji symazyny przeprowadzanej przez inokulaty
jedno-, dwu- i wieloszczepowe

Sposrod 7 obiektow ze stwierdzong obecnoscig mikroorganizmoéw biodegradujacych
symazyne (zob. rozdz. 4.2.1) wybrano te obiekty, ktore zawieraly najskuteczniejsze (najszybsze)
w biodegradacji symazyny drobnoustroje. Byly to dwa obiekty — nr 22, tj. materiat z parku
W Mscigcinie, i obiekt nr 8, tj. materiat z Parku Lesnego Arkonskiego. W obu przypadkach mate-
riat byt utworzony z gleb i zalegajacych na nich warstw organicznych (O).
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Z obiektu nr 22 wyizolowano 5 szczepoéw bakterii nalezacych do gatunkow:
Variovorax paradoxus, Rhodococcus ruber, Ensifer adhaerens, Pseudoxanthomonas mexicana
i Arthrobacter sp. Z obiektu nr 8 wyizolowano: Pseudomonas reineke, Chryseobacterium
indologenes, Stenotrophomonas sp.

Nie wszystkie szczepy bakterii byly zdolne do samodzielnej i/lub skutecznej biodegra-
dacji symazyny. W niektorych przypadkach pomocna dla bakterii biodegradujacej byta obecnosé
innego szczepu bakterii (tab. 16). Jednak w przypadku obiektu nr 22 szczepem odpowiedzial-
nym za biodegradacj¢ byt szczep Arthrobacter sp. X-4, natomiast sposrod izolatow z obiektu
nr 8 — szczep CK®, zidentyfikowany jako Stenotrophomonas sp. (tab. 17).

Poréwnujac przebieg biodegradacji symazyny, przeprowadzanej przez najefektywniejsze
wersje inokulatow z dwoch obiektow (nr 22 i nr 8), stwierdzono, ze wersja dwusktadnikowa inoku-
lum — Arthrobacter sp. i Pseudoxanthomonas mexicana — szybciej i skuteczniej biodegradowata
symazyne niz Stenotrophomonas sp. (tab. 16, 17; ryc. 7-13). W pierwszym przypadku, w trzeciej
dobie hodowli, stwierdzono jedynie kilka miligraméw Symazyny w podtozu w tym samym
czasie w hodowli ze Stenotrophomonas sp. bylo jej jeszcze ok. 25 mg-dm™.

Tabela 16. Koncowy efekt biodegradacji symazyny przeprowadzanej przez izolaty
mikroorganizmow pozyskane z parku w Mscigcinie (z obiektu nr 22)

Warianty inokulatu
V.p.
Numer
doswiad Ba L RE e | P odow
) a odowla
czenia V.p. A.sp. R.r. E.a. P.m. P.m. E.a. Asp. A.sp. mieszana
A.sp. P.m.
A.sp.
1 VAN +++
- - +++ \V4
VAN
2 V+ - - +++
YAN
3 V+ T I\ +++
YAN YAN
4 V+ 4+ V| G
5 W+ §+ JANTES

V.p. — Variovorax paradoxus, A.sp. — Arthrobacter sp., R.r. — Rhodococcus ruber, E.a. — Ensifer adhaerens, P.m. —
Pseudoxanthomonas mexicana. + — ubytek symazyny do 30% poczatkowej ilosci, +++ — ubytek symazyny wynoszacy ponad
90% poczatkowej ilogci, — — brak ubytku symazyny. 2\ — obecnosé CO, i NH; w hodowli, V' — brak CO, i NH; w hodowli.

Tabela 17. Koncowy efekt biodegradacji symazyny przeprowadzanej przez izolaty
mikroorganizmow pozyskane z Parku Lesnego Arkonskiego (z obiektu nr 8)

Warianty inokulatu
Numer S.sp.
do$wiadczenia P.I. chii. S.sp. S.sp. S-SP_- Chi. hodowla
P.r. Ch.i. p macierzysta
..
6 - - +++V +++\V
7 +++\V +++\V NSAVA +++\V
P.r. — Pseudomonas reinekei, Ch.i. — Chryseobacterium indologenes, S.sp. — Stenotrophomonas sp. +++ — ubytek symazyny
wynoszacy ponad 90% poczatkowej ilosci, — — brak ubytku symazyny. — brak CO, i NH; w hodowli.
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Ryc. 7. Efektywno$¢ inokulatow w biodedradacji symazyny. V.p. — Variovorax paradoxus, A.sp. —
Arthrobacter sp., E.a. — Ensifer adhaerens, P.m. — Pseudoxanthomonas mexicana, R.r. —
Rhodococcus ruber, E.a. — Ensifer adhaerens
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Ryc. 8. Efektywnos$¢ inokulatow w biodedradacji symazyny. A.Sp. — Arthrobacter sp., E.a. — Ensifer
adhaerens, P.m. — Pseudoxanthomonas mexicana
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Ryc. 9. Efektywnos¢ inokulatow w biodedradacji symazyny. A.sp. — Arthrobacter sp., E.a. — Ensifer
adhaerens, P.m. — Pseudoxanthomonas mexicana
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Ryc. 10. Efektywnos$¢ inokulatow w biodedradacji symazyny. A.sp. — Arthrobacter sp., E.a. — Ensifer
adhaerens, P.m. — Pseudoxanthomonas mexicana
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Ryc. 11. Efektywnos¢ inokulatéw w biodedradacji symazyny. A.sp. — Arthrobacter sp., E.a. — Ensifer
adhaerens, P.m. — Pseudoxanthomonas mexicana
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Ryc. 12. Efektywnos¢ inokulatéw w biodedradacji symazyny. P.r. — Pseudomonas reinekei,
Ch.i. — Chryseobacterium indologenes, S.Sp. — Stenotrophomonas Sp.
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Ryc. 13. Efektywnos$¢ inokulatow w biodedradacji symazyny. P.r. — Pseudomonas reinekei,
Ch.i. — Chryseobacterium indologenes, S.Sp. — Stenotrophomonas sp.

Sposrod bakterii wyizolowanych z obiektu nr 22 zaden szczep samodzielnie nie byt
zdolny do skutecznej biodegradacji symazyny. Na szczegdlng uwage zastuguja wyniki dotyczace
biodegradacji symazyny przeprowadzanej przez Arthrobacter sp. Wprowadzajac do podiloza
z cytrynianem sodu (nr 5) inokulat jednosktadnikowy zawierajacy te bakterie, nie zawsze
stwierdzano statystycznie istotny ubytek symazyny (ryc. 8, 9). Jednak bez tej bakterii biodeg-
radacja symazyny w zadnym doswiadczeniu nie przebiegata (ryc. 7-11). Wydaje sig, ze obecno$é
szczepu bakterii nalezacego do gatunku Pseudoxanthomonas mexicana warunkowata skuteczno$é
biodegradacji przeprowadzanej przez Arthrobacter sp. W doswiadczeniach, w ktorych te 2 szczepy
wystepowaty w inokulancie (w wersji dwu-, lub wielosktadnikowej), zawsze zachodzita biodeg-
radacja symazyny (ryc. 7-11). Potwierdzeniem gtéwnej roli Arthrobacter sp. i Pseudoxanthomonas
mexicana w biodegradacji jest kontynuacja doswiadczenia nr 4 (ryc. 10), w ktérym do tygod-
niowej hodowli z jednosktadnikowym inokulantem z Arthrobacter sp. (bez znacznego ubytku
symazyny w podtozu) wprowadzono bakterie Pseudoxanthomonas mexicana; juz po dobie ponad
90% symazyny uleglo biodegradacji. Niewykluczone, ze szczep bakterii Arthrobacter sp. rozktadat
czesciowo symazyng, a szczep Pseudoxanthomonas mexicana kontynuowat proces poprzez mine-
ralizacj¢ produktéw rozktadu symazyny (obecnos¢ CO; i NH3). Mozliwe tez jest to, ze wydzielane
przez P. mexicana substancje aktywujace uruchomity mechanizm rozktadu symazyny przez
Arthrobacter sp. Jednak przeprowadzone do$wiadczenie nie potwierdza tego jednoznacznie.
Zwraca uwage to, ze po zastosowaniu wariantu inokulum pieciosktadnikowego (Variovorax
paradoxus, Arthrobacter sp., Rhodococcus ruber, Ensifer adhaerens, Pseudoxanthomonas
mexicana) nie odnotowano mineralizacji symazyny (tab. 16).

Ciekawe wyniki otrzymano, poréwnujac biodegradacje symazyny przeprowadzang
przez inokulaty jedno-, dwu-, kilkusktadnikowe (pozyskane z obiektu nr 22) z biodegradacja
przeprowadzang przez mikroorganizmy z hodowli macierzystej (pozyskanej z zawiesiny glebo-
wej z obiektu nr22) — ryc. 9, 11. W hodowli macierzystej (zawierajacej oprocz bakterii
réwniez pierwotniaki nalezace do rodzaju Hyperamoeba) przez pierwsza dobg ubylto jedynie
kilkanascie miligraméw symazyny (niecate 20% ilosci poczatkowej). W porownaniu z biodeg-
radacjg przeprowadzang przez bakterie: Arthrobacter sp., Pseudoxanthomonas mexicana, Ensifer
adhaerens (ktore w tym samym czasie roztozyly ok. 50% poczatkowej iloSci symazyny) byta
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to niewielka ilos¢ (ryc. 9). Jednak w trzeciej dobie okazato si¢, ze w hodowli macierzystej jest
symazyny niecate 10 mg-dm™, a w hodowli trojskladnikowej (Arthrobacter sp., Pseudoxanthomonas
mexicana, Ensifer adhaerens) — jeszcze ok. 20 mg-dm™. W tych dwoch doswiadczeniach (ryc. 9
I ryc. 11) zastosowana czysta kultura bakteryjna Arthrobacter sp. w niewielkim stopniu roztozyta
symazyne (jedynie w ok. 30%).

W pierwszym doswiadczeniu (ryc. 7) nie zastosowano inokulatu jednosktadnikowego
z Arthrobacter sp., wbrew pierwotnym zatozeniom. Po identyfikacji genetycznej okazato sig,
ze hodowla, w ktorej ubyto ok. 90% symazyny, uwazana za monokulturowa, jest niejednorod-
na. Oprocz Arthrobacter sp. byly obecne w niej jeszcze Pseudoxanthomonas mexicana,
Ensifer adhaerens. Bardzo trudno bylo rozdzieli¢ te szczepy bakteryjne. Dopiero po kilku pasa-
zach i posiewach redukcyjnych otrzymano czyste kultury bakteryjne nalezgce do podanych
wyzej gatunkow. Nie stwierdzono wplywu na biodegradacje symazyny wyizolowanych z hodowli
macierzystej szczepow Variovorax paradoxus i Rhodococcus ruber, ktore rowniez same nie byly
zdolne do jej biodegradacji (ryc. 7).

W drugim do$wiadczeniu (ryc. 8) analizowano zdolno$¢ do biodegradacji symazyny
2 szczepow, tj. Pseudoxanthomonas mexicana i Ensifer adhaerens, zwigzanych z Arthrobacter sp.
Okazalo sie, ze te dwa szczepy zastosowane pojedynczo nie sa zdolne do jej biodegradacji.
W tym doswiadczeniu, wyjatkowo, bakterie szczepu X-4 Arthrobacter sp. (zawarte w inokulacie
jednosktadnikowym) przeprowadzaty wydajng biodegradacj¢ symazyny. W kolejnych 3 doswiad-
czeniach nie potwierdzono zdolnosci Arthrobacter sp. do samodzielnej biodegradacji symazyny.

W czwartym doswiadczeniu (ryc. 10) oceniano zdolnos¢ do biodegradacji symazyny
szczepow nalezacych do Pseudoxanthomonas mexicana i Ensifer adhaerens — bakterii izolowanych
z macierzystej hodowli mieszanej wraz z Arthrobacter sp. Okazato si¢, ze bakterie z gatunku
Pseudoxanthomonas mexicana aktywujg Arthrobacter sp. do przeprowadzenia biodegra-
dacji. Ta dwusktadnikowa wersja inokulatu juz w trzeciej dobie przyczynita si¢ do prawie
90-procentowego ubytku symazyny z podtoza. Szczep Ensifer adhaerens tez stymulowat
Arthrobacter sp. do biodegradacji, jednak w mniejszym stopniu. Po zastosowaniu tej dwusktad-
nikowej szczepionki ostatecznie ubyto z hodowli ok. 40% symazyny. Nie stwierdzono statys-
tycznie istotnych réznic migedzy zawarto$ciag symazyny W hodowlach dwusktadnikowe;j
(Arthrobacter sp., Pseudoxanthomonas mexicana) i trojsktadnikowej (Arthrobacter sp., Pseudo-
xanthomonas mexicana, Ensifer adhaerens), co potwierdza brak istotnego oddziatywania Ensifer
adhaerens na przebieg wspomnianego procesu.

Wsrod pozyskanych izolatow z obiektu nr 8 (z piasku gliniastego z Parku Le$nego
Arkonskiego) szczep bakterii CK6 Stenotrophomonas sp. samodzielnie biodegradowat syma-
zyne (ryc. 12, 13). Natomiast Stenotrophomonas sp., obecny w hodowli macierzystej, jeszcze
w trzeciej dobie nie rozpoczal biodegradacji, ale w piatej dobie byto juz jedynie kilka miligra-
mow symazyny. Po wzbogaceniu inokulatu jednosktadnikowego Stenotrophomonas sp. w inne
obecne w hodowli macierzystej szczepy (Pseudomonas reinekei, Chryseobacterium indologenes)
nie stwierdzono zmian w przebiegu biodegradacji (ryc. 13).

Badano zdolnos$¢ szczepdw bakteryjnych do wzrostu na podtozach zestalonych, zawie-
rajacych: symazyne (na podtozach nr 8 i nr 9), symazyne i pepton (na podtozu nr 10) oraz na
podtozu bez dodanego azotu (nr 11). Jedynie Arthrobacter sp. i Stenotrophomonas sp. byty
zdolne do wzrostu w 3 wariantach podtoza. Wykonano posiew redukcyjny izolatow na wspomnia-
nych 3 podtozach, co udokumentowano fotografiami (fot. 3-5).
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Fot. 3. Arthrobacter sp., szczep X-4, inkubowany na podtozu (od lewej): z glukoza, peptonem i symazyna
(nr 10), z cytrynianem sodu i symazyng (nr 8), bez dodanego zrédta azotu (nr 11)

 a —— - e . O

S = S SSe —
Fot. 5. Stenotrophomonas sp., szczep CK6, inkubowany na podtozu (od lewej): z glukoza, peptonem
i symazyng (nr 10), z cytrynianem sodu i symazyna (nr 8), bez dodanego zrodta azotu (nr 11)

4.2.4. Biodegradacja symazyny przeprowadzana przez wybrane szczepy bakteryjne,
w zaleznoSci od dawki i temperatury

Zaréwno temperatura inkubacji, jak i dawka miaty statystycznie istotny wptyw na tempo
biodegradacji symazyny (ryc. 14-17). Og6lnie mozna stwierdzi¢, ze W temperaturze 18°C proces
biodegradacji przebiegat wolniej, a W temperaturze 28°C — szybciej. Z por6wnania wartosci
parametru poéttrwania symazyny w hodowli DTso wynika, ze wzrost temperatury 0 10°C miat
znacznie wigkszy wpltyw na tempo biodegradacji niz zwigkszenie dawki symazyny nawet
0 150 mg-dm™. Wzrost temperatury o 10°C spowodowat przyspieszenie biodegradacji co najmniej
0 1,5 doby (w przypadku rozktadu 50 mg-dm™ przez Stenotrophomonas sp.). Zaobserwowa-
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no, ze wraz ze zwickszaniem dawki symazyny w hodowli (o 50, 100 mg-dm™) wydtuza sic
réznica W czasie potowicznego rozktadu symazyny DTsy pomiedzy hodowlg inkubowang
w temperaturze 18°C a hodowla inkubowang w 28°C. Przyktadowo 2 doby r6znicy w osiggnieciu
DTso (W hodowli z symazyna w dawce 50 mg-dm™) odnotowano w hodowli z Arthrobacter sp.
I P. mexicana inkubowanej odpowiednio w 18°C i 28°C. Natomiast 2,4 doby r6znicy W osiagnig-
ciu czasu potowicznego rozkladu symazyny, wprowadzonej w dawce 100 mg-dm™, odnoto-
wano mi¢dzy hodowlg inkubowang w 18°C a hodowla inkubowang w 28°C. Roéznicg 4 dob
W osiagnieciu czasu potowicznego rozkladu symazyny wprowadzonej w dawce 150 mg-dm™
stwierdzono pomig¢dzy hodowla inkubowang w 18°C a jej odpowiednikiem inkubowanym
w temperaturze 28°C. Réznice 3,3 doby w osiggnieciu czasu potowicznego rozktadu syma-
zyny, wprowadzonej w dawce 200 mg-dm™, odnotowano pomiedzy ta sama hodowla inkubo-
wang W temperaturze 18°C a hodowla inkubowang w 28°C (ryc. 14, 15). W przypadku Steno-
trophomonas sp. obserwacja powyzej opisanej zaleznosci byta utrudniona, poniewaz bakterie
nie roztozylty 50% symazyny, wprowadzonej do hodowli w dawkach 200 i300 mg-dm?,
Jednak po wprowadzeniu do hodowli mniejszych dawek symazyny réznica w DTsy zwigkszata
si¢ W zaleznosci od temperatury — w tym przypadku o0 1,5 i 0 2 doby (odpowiednio po zastoso-
waniu symazyny w dawkach 50 i 100 mg-dm™) - ryc. 16, 17.
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Ryc. 14. Biodegradacja symazyny przeprowadzana w temp. 28°C przez inokulaty z Arthrobacter sp.
i Pseudoxanthomonas mexicana. A — czas potowicznego rozktadu DTs, (d), B — $rednie tempo

biodegradacji (— AC/At) (mg-dm™-d™)
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Ryc. 15. Biodegradacja symazyny przeprowadzana w temp. 18°C przez inokulaty z Arthrobacter sp.
i Pseudoxanthomonas mexicana. A — czas potowicznego rozktadu DTsxg (d), B — $rednie tempo

biodegradacji (— AC/At) (mg-dm™-d™)
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Ryc. 16. Biodegradacja symazyny przeprowadzana w temp. 28°C przez inokulaty ze Stenotrophomonas sp.
A — czas potowicznego rozkladu DTs (d), B — $rednie tempo biodegradacji <— AC/At>
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Ryc. 17. Biodegradacja symazyny przeprowadzana w temp. 18°C przez inokulaty ze Stenotrophomonas sp.
A — czas potowicznego rozkladu DTs, (d), B — $rednie tempo biodegradacji <— AC/At>

(mg-dm™-d™)

Poréwnujac réznice W 0Siagnigeiu czasu potowicznego rozktadu symazyny DTsp, Wyni-
kajace z wptywu jej dawki, nie stwierdzono tak duzych zmian (lub nie stwierdzono ich wcale)
jak pod wptywem temperatury. Zarowno W hodowli z Arthrobacter sp. i P. mexicana, jak i ze
Stenotrophomonas sp. zwigkszenie dawki symazyny 050 lub 100 mg-dm™ zazwyczaj tylko
0 kilka—kilkanascie godzin wydtuzalo (a w dwoch przypadkach skracato) czas, w ktorym
nastepowat 50-procentowy rozktad symazyny (ryc. 14-17).

W zwigzku z tym, Zze zmiany wartosci parametru DTso byly stosunkowo niewielkie
pod wplywem wzrostu dawki symazyny, wartosci $redniego tempa biodegradacji symazyny
<— AC/At> gwaltownie rosty wraz z ilo$cig tej substancji w podtozu, szczegdlnie w przypad-

ku hodowli Stenotrophomonas sp. Natomiast wzrost temperatury o 10°C spowodowat kilku-
krotne przyspieszenie $redniego tempa biodegradacji symazyny (— AC/At) —ryc. 14-17.
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4.2.5. Biodegradacja symazyny przeprowadzana przez wybrane szczepy bakteryjne
w hodowli okresowej

Dwa szczepy bakterii, tj. Arthrobacter sp. (X-4) i Pseudoxanthomonas mexicana (wariant
A), zawarte w inokulacie dwusktadnikowym, ponad dwa razy szybciej biodegradowaty syma-
zyne niz szczep CK6 Stenotrophomonas sp. (wariant B). Bakterie z wariantu A biodegrado-
waly symazyn¢ W srednim tempie, wynoszacym 3,03 mg-dm‘g-h‘l, aszczep CK6 Stenotropho-
monas sp. (wariant B) rozkladat ja zdecydowanie wolniej — $rednio 0 1,5 mg-dm>h™ (tab. 18).
Jednak wtych dwoéch przypadkach biodegradacja zachodzita podobnie, poniewaz krzywe
biodegradacji mozna podzieli¢ na 3 odcinki (ryc. 18, 19). W pierwszej fazie odnotowano
zastoj procesu (odpowiednik lag-fazy, tylko nieco dtuzszy, na krzywej wzrostu populacji
bakterii w hodowli okresowej), poniewaz nie nastgpowat ubytek symazyny. W pierwszym
wariancie hodowli (A) faza ta trwata przez ok. 10 godzin, w drugiej hodowli (wariant B) — ok.
30 godzin. Kolejna faza to szybki rozktad symazyny, z apogeum tempa biodegradacji, ktore
bakterie osiagnety, metabolizujac potowe poczatkowej ilosci symazyny C(DTsg). Nastgpito to
w 20 godzinie do$wiadczenia (w przypadku wariantu hodowlanego A) iw 48 godzinie
(wariant B) — tab. 18, ryc. 18, 19. Gdy ilos¢ symazyny w hodowli z Arthrobacter sp. (X-4)
I Pseudoxanthomonas mexicana (wariant A) byta rowna polowie jej poczatkowej ilosci, tempo
rozkladu symazyny bylo najszybsze i wynosito 8,4 mg-dm™-h™". Natomiast w hodowli ze szcze-
pem Stenotrophomonas sp. maksymalne tempo rozktadu symazyny [(-dC/dt)(DTso)] wynosito
7 mg-dm™h™. Po tym okresie nastepowato spowolnienie tempa biodegradacji, az do wyczer-
pania symazyny, co w przypadku hodowli z Arthrobacter sp. i P. mexicana nastgpito miedzy
30 a 32 godzing doswiadczenia, w przypadku szczepu CK6 Stenotrophomonas sp. — po 70 godzi-
nie eksperymentu.

Tabela 18. Parametry funkgji logistycznej opisujacej biodegradacje symazyny: A — przeprowadzang
przez dwuszczepowe inokulum z Arthrobacter sp. (X-4) i Pseudoxanthomonas mexicana,
B — przeprowadzang przez Stenotrophomonas sp.

. —dC/dt

| Co A | DT, | C(DTy) o) (—aciat) |,

S | (mgdm®) (b (h) (mg-dm’®) 50 (mg-dm™-h?)
(mg-dm*h?)

A 95,6 7,98:10* | 0,351 | 203 487 8,39 3,03 0,987

B 105,9 3,03:10° | 0,263 | 484 52,9 6,97 1,52 0,979

Co — maksymalna warto§¢ stezenia, kK — stata szybkosci procesu, b — staty wspotczynnik procesu, DTsy — czas polowicznego
rozktadu, C(DTsp) — stezenie symazyny W czasie potowicznego rozktadu, —dC/dt(DTsg) — teoretyczna szybko$¢ rozktadu symazyny

W czasie jej potowicznego rozktadu, <— AC/ At> — érednie tempo biodegradacji, R? — wspétczynnik determinaci.
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Ryc. 18. Biodegradacja symazyny przeprowadzana przez inokulum z Arthrobacter sp. (X-4)
i Pseudoxanthomonas mexicana. A — kinetyczna krzywa rozktadu symazyny w hodowli.

Symbole obrazuja $rednie z trzech replikacji i odchylenia standardowe. B — przebieg krzywej
szybkosci rozktadu symazyny
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Ryc. 19. Biodegradacja symazyny przeprowadzana przez szczep CKG6 Stenotrophomonas sp.
A — Kinetyczna krzywa rozktadu symazyny w hodowli. Symbole obrazuja $rednie z trzech
replikacji i odchylenia standardowe. B — przebieg krzywej szybkosci rozktadu symazyny



5. Dyskusja

Po probach wykrycia w 30 roznych obiektach mikroorganizmow zdolnych do biodeg-
radacji symazyny okazato sig, Ze sag one mato rozpowszechnione na terenie Szczecina i okolic.
Poszukiwano mikroorganizméw szybko biodegradujacych symazyne — takich, ktore ciggu
2 tygodni zainicjujg proces rozktadu tej substancji. Jedynie w przypadku 7 obiektow (probek
gliny piaszczystej z Przesocina, gliny piaszczystej z Siadta Dolnego, materiatu z parku w Mscieci-
nie, materialu z Parku Lesnego Arkonskiego, materiatu z Krzekowa, gliny lekkiej z Przectawia,
materiatu z parku Kasprowicza) mikroorganizmy je zasiedlajace, po izolacji i hodowli w warun-
kach laboratoryjnych, byty zdolne do rozktadu symazyny. Wigkszos¢ badaczy (Mandelbaum
i in. 1995; Rousseaux iin. 2001; Koli¢ iin. 2007; Vibber iin. 2007; Marecik iin. 2008)
stosuje podtoza mineralne z dodatkiem testowanych ksenobiotykéw jako zrodtem makroele-
mentow lub/i energii dla mikroorganizméw. Na przyktad Koli¢ iin. (2007), umieszczajgc
czysta kulture bakteryjng szczepu ATZ2 (Arthrobacter keyseri) w podtozu mineralnym jedy-
nie z atrazyna (100 mg-dm™), po niecalych 40 godzinach stwierdzili brak atrazyny w tym
podtozu, natomiast odnotowali pojawienie si¢ W nim metabolitow jej rozktadu (hydroksyatra-
zyny i kwasu cyjanurowego). W niniejszych badaniach zastosowano 3 podtoza, w ktorych —
oprocz zwiazkow mineralnych — umieszczono zwiazki organiczne. Zrodtami wegla byty cytry-
nian sodu i symazyna lub glukoza i symazyna, a zrodtami azotu — sama symazyna lub symazyna
I pepton. We wczesniejszych badaniach wiasnych (Btaszak iin. 2011) nie potwierdzono przydat-
nosci podtoza tylko z symazyng jako zrodtem azotu i wegla do biodegradacji tej substanciji.

Znany jest fakt nietolerowania warunkow laboratoryjnych przez mikroorganizmy Srodowis-
kowe, poniewaz jedynie nikly procent calej mikrobiocenozy gleby jest W stanie wzrasta¢ na
podtozach mikrobiologicznych (Btaszczyk 2009). Dlatego zastosowanie metod posrednich
(hodowlanych) nie odzwierciedla rzeczywistej liczby mikroorganizméw W matrycach srodo-
wiskowych. Wyniki genetycznej analizy rRNA w glebach dowodzg, ze mikroorganizmow jest
0 kilka rzgdéw wielko$ci wiecej, niz wynika to z badan metodami posrednimi. Jednak w przypad-
ku, gdy celem badan jest nie ustalenie rzeczywistej liczby mikroorganizméw w obiektach,
a ocena wpltywu ksenobiotykow, metody posrednie (hodowlane) sa niezastapione, poniewaz
uwzgledniajg jedynie zywe mikroorganizmy. Natomiast w wielu metodach bezposrednich nie
ma mozliwosci weryfikacji zywotnos$ci mikroorganizméw. Przydatno$¢ metod hodowlanych
do oceny wplywu danego czynnika na mikroorganizmy oznacza rowniez mozliwos¢ doktad-
nego okreslenia stopnia zmian (np. W procentach), jakie on wywotuje. Dlatego w przedstawia-
nych badaniach wykorzystano do oceny wptywu symazyny na mikroorganizmy zasiedlajgce
roézne matryce srodowiskowe metody hodowlane.

Zapewniajac wszystkim mikroorganizmom danego biotopu kontakt z zanieczyszcze-
niem, wielu autorow (Entry iin. 1996; Widrig i in. 1997; Alexander 1999; Arthur i in. 2000)
przeprowadza badania dotyczace biodegradacji ksenobiotykéw w materiale glebowym lub
stwarza im warunki podobne do $rodowiskowych (np. kompostowanie, landfarming, biopiling).
Poréwnujac tempo biodegradacji zachodzgcej w miejscu skazenia (in situ) i w warunkach labora-
toryjnych (ex situ), stwierdzono, ze zdecydowanie szybciej biodegradacja zachodzi w podtozach



mikrobiologicznych niz bezposrednio w glebie czy komposcie. Na przyktad Kodama i in. (2001)
wyizolowali z gleby szczep bakteryjny nalezacy do gatunku Moraxella ovis, ktory w podtozu
hodowlanym roztozyt symazyne i atrazyne (200 mg-dm™) prawie catkowicie w ciggu 5 dob.
Jednoczesnie cytowani autorzy badali grzyby nalezace do rodzaju Penicillium, ktére w tym
samym czasie roztozyly symazyne w ok. 50 procentach, w odniesieniu do jej poczatkowe;j ilosci.
Arthrobacter aurescens, szczep TC1, wykorzystat atrazyne jako zrodlo azotu i wegla. Az 3 g-dm™
atrazyny, umieszczonej w mineralnym ptynnym podtozu, w ciggu 7 dob ulegto biodegradacji
(Strong i in. 2002). Tymczasem degradacja symazyny (atrazyny) w glebie przebiega, w zaleznosci
od typu gleby, w ciggu kilkudziesigciu—Kilkuset dni (DTsp) 1t0 czgéciowo (Nowak 1995;
Barra-Caracciolo iin. 2005; Przybulewska i Sienicka 2008; Gregorczyk i Swarcewicz 2012).
Mozliwe, ze mikroorganizmy, majac W glebie zapas makroelementéw i substratow potrzebnych
do proces6w energetycznych, nie sa ,,zainteresowane” eksploatacja substancji nieznanych czy
wystepujacych w matych stezeniach (Barriuso i in. 1997; Govantes i in. 2009).

W badaniach wlasnych testowano przydatno$¢ podlozy z réznymi zréodlami wegla
I azotu. Jako zrédlo azotu stosowano symazyne i/lub pepton, natomiast jako zrodlo wegla —
cytrynian sodu lub glukoze. Stwierdzono, ze obecno$¢ W podtozu hodowlanym innego orga-
nicznego zrodta azotu (w tym przypadku peptonu) hamuje proces biodegradacji symazyny,
poniewaz we wszystkich 7 przypadkach (we wszystkich obiektach o stwierdzonej obecno$ci
mikroorganizméw biodegradujacych) rozktad nie nastgpowal lub zachodzit w maltym zakresie.
Mniej efektywna byta biodegradacja symazyny, gdy wprowadzonym zrodtem wegla byta glukoza,
a nie cytrynian sodu. Jednak w tym wypadku nie doszto do znacznego spowolnienia tempa biodeg-
radacji, co wskazuje na wykorzystywanie gtownie symazyny jako zrédta azotu, a nie wegla.
Potwierdzeniem powyzszych rozwazan sa wyniki do$§wiadczenia przeprowadzonego przez
Houot i in. (1998), w ktorym mineralizacja atrazyny przebiegata w glebie ilastej oraz w tej samej
glebie z dodatkiem réznego pochodzenia nawozoéw organicznych. Proces rozkladu atrazyny
zachodzit zdecydowanie szybciej w samej glebie, co mogto by¢ powigzane ze zmiang jej whasci-
wosci sorpcyjnych po wprowadzeniu kompostu z odpadéw komunalnych i stomy. Jak wskazuja
cytowani autorzy, wprowadzenie komponentow organicznych mogto przyczyni¢ si¢ do immo-
bilizacji atrazyny (Houot i in. 1998).

W badaniach wiasnych, po zastosowaniu symazyny w dawce 500 mg-kg™, obiekty
z wigksza ilo$cia substancji organicznej (powyzej 40 g-kg™) czesciej, niz obiekty z jej mniejsza
iloscia, charakteryzowatly si¢ obecnosciag mikroorganizmow tolerujacych symazyne. Jednak
wsrdd obiektow z wiekszg zawartoscig substancji organicznej (powyzej 40 g-kg'l) byly tez
obiekty, ktore zawieraty mikroorganizmy wrazliwe. Dlatego wydaje si¢, Ze nie zawsze substancja
organiczna w glebach ma dziatanie ,,ochronne” na mikroorganizmy; w niektorych matrycach
srodowiskowych inne czynniki modyfikuja dziatanie ksenobiotykow. Abdelhafd i in. (2000)
potwierdzili w swoich badaniach, ze jezeli mikroorganizmy maja dostep do innego zrodta
azotu (np. do soli azotanowych), to mineralizacja atrazyny najczesciej zostaje zahamowana.
Jednak nie zawsze. W tym samym doswiadczeniu (Abdelhafd i in. 2000) dodatek zwigzkow
organicznych zawierajacych azot do gleby niemajgcej wczesniej kontaktu z atrazyng stymulo-
wal mikroorganizmy do dealkilacji atrazyny. Rowniez Barra-Caracciolo i in. (2005) donosza,
ze dodatek mocznika do gleby wptynat pozytywnie na rozwoj mikroorganizméw glebowych
— wzrosta ich liczba i zachodzita biodegradacja symazyny. Autorzy thumaczg, ze mocznik mogt
stymulowa¢ rozwoj bakterii zdolnych do transformowania symazyny na drodze metabolicznej
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lub kometabolicznej. Wang i in. (2011), badajac skutecznos$¢ biodegradacji atrazyny, po dodaniu
do podtoza innych zrodet wegla iazotu (sacharozy i soli amonowych) stwierdzili brak ich
wplywu na przebieg rozktadu atrazyny przez Arthrobacter sp. To zupelnie odmienne wyniki
badan od przedstawionych w niniejszej pracy, w ktorych dodatek peptonu (a w mniejszym
stopniu glukozy) do podtoza z symazyng zahamowat lub spowolnit jej biodegradacjg.

Metody posrednie (hodowlane) oceny ilosciowej mikroorganizmoéw Wydaja si¢ przydatne
do poréwnywania wptywu danego czynnika (np. symazyny stosowanej w réznych dawkach)
na mikroorganizmy. Oczywiscie, bada si¢ wtedy tylko mikroorganizmy, ktore toleruja warunki
laboratoryjne i wzrastaja na podtozach hodowlanych. Wigkszo$¢ bakterii z gatunkdéw nalezacych
do typow Proteobacteria, Actinobacteria jest zdolna do wzrostu na odpowiednich podtozach
mikrobiologicznych (Hugenholtz i in. 1998).

Na podstawie wynikéw badan wlasnych mozna stwierdzié, ze w badanych glebach i mate-
riatach rozpowszechnione byty mikroorganizmy tolerujace symazyng uzyta w dawkach 100
i 300 mg-kg™?, co niekoniecznie znaczy, ze byly one zdolne do biodegradacji symazyny. Reakcja
bakterii i grzybow na symazyne byta zroznicowana. Najczesciej po zastosowaniu symazyny
nie obserwowano zmian w liczebnosci bakterii lub stwierdzano zwigkszenie ich liczby w obiektach,
w ktérych notowano obecno$¢ mikroorganizmoéw zdolnych do biodegradacji symazyny. Nato-
miast grzyby, mimo ze tez pochodzity z tych samych obiektow, nie reagowaty na symazyng
lub zmniejszaty statystycznie istotnie swoja liczebnos$¢. Nastepne badania potwierdzity, ze to
bakterie byly odpowiedzialne za biodegradacje symazyny, poniewaz tylko one byly zdolne do
wzrostu na podtozach zestalonych agarem z dodatkiem symazyny. Jak wspomniano, wigkszos¢
prac poswigconych biodegradacji pochodnych s-triazyny dotyczy bakterii (Rousseaux i in.
2001; Strong i in. 2002; Sanchez i in. 2005; Vibber i in. 2007; Marecik i in. 2008).

W badaniach wiasnych wraz ze wzrostem dawki symazyny zwigkszata si¢ liczba bakterii
I grzybow, dla ktorych obecnos¢ tej substancji nie byta obojetna — albo zmniejszata ich liczbg,
albo stymulowata je do wzrostu. Podobnie Michalcewicz i in. (2004) odnotowali negatywny
wptyw herbicydu triazynowego z atrazyna (Azoprimu 50 WP) na liczbe grzybow w piasku
gliniastym lekkim. Po zastosowaniu atrazyny w dawce stukrotnie wigkszej, niz zalecana przez
producenta, liczba grzybéw zmniejszyta si¢ $rednio 0 ok. 40%, w pordéwnaniu z ich liczba
w obiekcie kontrolnym. Jednak w tym samym doswiadczeniu cytowani autorzy stwierdzili
zwigkszenie liczby bakterii — 0 ok. 70%. Podobne wyniki otrzymaty Przybulewska i Taborska
(2008) — rowniez odnotowaly zmniejszenie si¢ liczby grzybow po dhugoletnim kontakcie
Z kilkoma herbicydami triazynowymi. Najsilniej na grzyby oddziatywat Gesaprim 90 WG
(atrazyna) — grzybow byto mniej 0 ponad 50% niz w obiekcie kontrolnym. Gesagard 500 SC
(prometryna) i Gesatop 50 WP (symazyna) rowniez redukowaty liczbe grzybow, ale 0 ok. 30%.
Zupelnie inaczej niz grzyby (w cytowanej powyzej pracy) na dlugoletnie stosowanie herbicydoéw
triazynowych reagowaty bakterie. Ich liczba byta nawet 0 kilkaset procent wicksza niz w obiekcie
kontrolnym (Przybulewska i Taborska 2008). Podobnie w dos§wiadczeniu przeprowadzanym
przez Grangera i in. (1995) dziesigciokrotny wzrost dawki symazyny spowodowat zmniejszenie
liczby grzybow w glebach — $rednio 0 10%. Michalcewicz iin. (2004) oraz Przybulewska
I Taborska (2008) otrzymali podobne wyniki — grzyby reagowaly negatywnie na obecno$¢
herbicydow triazynowych, a bakterie przeciwnie — ich liczba si¢ zwigkszata.

W badaniach wtasnych mozna bylo wyrdzni¢ zardwno obiekty, ktore zawieraty bakterie
I grzyby wrazliwe na symazyne¢ (odnotowano silnie redukujacy wptyw najwigkszej dawki
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symazyny na liczebnos$¢ tych mikroorganizméw), jak i obiekty, w ktorych obecnos$¢ symazyny
wplywata stymulujgco na bakterie i na grzyby. Wplyw symazyny na liczebno$¢ i oddychanie
bakterii i grzybow byt niewielki po zastosowaniu dawki najmniejszej (100 mg-kg™). Jedynie
w kilku obiektach liczebnos$¢ bakterii i/lub grzybéw oraz oddychanie mikroorganizméw roznity
sie istotnie od warto$ci kontrolnych. Jednak wptyw najwickszej dawki symazyny (500 mg-kg™)
byt zdecydowanie negatywny. W wigkszoS$ci przypadkoéw to bakterie, a nie grzyby reagowaty
na symazyne zmniejszeniem swej liczbebnosci. Mimo to mozna wskaza¢ obiekty, w ktorych byto
inaczej — w obiekcie nr 28 (w piasku gliniastym) i w komposcie (w obiekcie nr 21) dominowaty
grzyby wrazliwe lub obojetne na symazyne, a bakterie byty stymulowane do wzrostu i rozmna-
zania W obecno$ci symazyny.

Przybulewska i in. (2011), badajac wzrost grzybow strzgpkowych na podtozu zanie-
czyszczonym herbicydami triazynowymi, ustalili, ze wigkszos¢ badanych izolatow jest odpor-
na na herbicydy, a nawet reaguje na nie wzmozonym wzrostem. Do najbardziej odpornych
zaliczyli szczepy z rodzajow: Penicillium, Alternaria, Fusarium, Trichotecium, Trichocladium,
Trichderma. Szczepami najbardziej wrazliwymi na zanieczyszczenie podtoza herbicydami triazy-
nowymi okazaty si¢ izolaty nalezace do gatunkow Penicillum claviforme i Mucor mucedo.
Stymulujacy wplyw atrazyny na liczebno$¢ mikroorganizméw (zaréwno bakterii, jak i grzybow)
zaobserwowali Michalcewicz iin. (2006). W ciggu 3 miesiecy po wprowadzenia herbicydu
z atrazyng (Atrasan 500 SC) obserwowali zwigkszenie liczebno$ci mikroorganizmow (od kilku-
nastu do kilkuset procent wiecej komorek niz w obiekcie kontrolnym).

W opisywanym w niniejszym opracowaniu doswiadczeniu, sposrod 30 przebadanych
obiektow jedynie z 2 pozyskano szczepy bakteryjne, z ktorych utworzono skuteczne szczepionki
do biodegradacji symazyny. W przypadku obiektu nr22 (pobranego w parku w Mscigcinie)
odpowiedzialne za biodegradacj¢ symazyny okazaty si¢ bakterie nalezace do rodzaju Arthrobacter
(Arthrobacter sp. szczep X-4), natomiast sposrod izolatow z obiektu nr 8 (z materiatu z Parku
Lesnego Arkonskiego) odpowiedzialny za biodegradacje¢ symazyny byt szczep CK6 z rodzaju
Stenotrophomonas. Zaréwno bakterie z rodzaju Arthrobacter, jak iz rodzaju Stenotrophomonas
znane sg ze swoich wszechstronnych wlasciwosci enzymatycznych (Rozanski 1992; Rousseaux
I in. 2001, Strong i in. 2002; Vibber i in. 2007; Marecik i in. 2008; Btaszak i in. 2011).

Wang i in. (2011) wyizolowali ze $ciekéw bakterie z rodzaju Arthrobacter (szczep HB-5),
inkubowali je na podtozu mineralnym z dodatkiem atrazyny (100 mg-dm™). Juz po 12 godzi-
nach inkubacji stwierdzili prawie 100-procentowy ubytek atrazyny z podtoza! Jest to prawdziwy
rekord, poniewaz nie opisano dotychczas szybszej biodegradacji pochodnej s-triazyny. Jednak
szczep HB-5 Arthrobacter sp. nie byt zdolny do pelnej mineralizacji atrazyny; szlak metabo-
liczny zatrzymywat si¢ na transformacji atrazyny w kwas cyjanurowy. W przedstawianych
badaniach wlasnych bakterie z rodzaju Arthrobacter, szczep X-4, tacznie z bakteriami Pseudo-
xanthomonas mexicana, aktywnie utylizowaly symazyne, jednak w 12 godzinie doswiadczenia
bakterie wcigz przebywaty w lag-fazie, a ilos¢ substancji aktywnej byta ta sama jak na poczatku
badania. Dopiero po 15 godzinach od momentu rozpoczgcia inkubacji zaobserwowano gwattow-
ny ubytek symazyny, a w 27 godzinie eksperymentu nie byto jej juz w podtozu. Inokulat zawie-
rajacy Arthrobacter sp. i Pseudoxanthomonas mexicana byt zdolny do mineralizacji symazyny
(stwierdzono w podtozu obecno$¢ amoniaku i ditlenku wegla), jednak nie zbadano, czy procesowi
podlegaty tylko tancuchy boczne czy pierscien triazynowy.
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Wspoldziatanie mikroorganizméw W rozktadzie i1 mineralizacji substancji organicznych
jest powszechnie znane (Kunicki-Goldfinger 2007). Arthrobacter sp. szczep X-4 sam jedynie
w niewielkim stopniu rozktadat symazyng; dopiero po wprowadzeniu do hodowli drugiego
szczepu, tj. Pseudoxanthomonas mexicana, dochodzito do szybkiego ubytku symazyny i wydziele-
nia CO, ;amoniaku. Z kolei sam szczep P. mexicana nie rozktadal symazyny w ogoéle. Prawdopo-
dobnie wspoétpraca szczepdw polegata na poczatkowym rozkladzie symazyny przez Arthrobacter sp.
do produktow przejsciowych. Nastepnie do biodegradacji wiaczat si¢ P. mexicana, ktory nie mogac
wykorzysta¢ symazyny, jedynie mineralizowal produkty poprzednich procesow. Nie stwierdzono,
czy niektore z tych metabolitow, wytwarzanych przez P. mexicana, byly ponownie wykorzys-
tywane przez Arthrobacter sp. Podobne spostrzezenia mieli Koli¢ i in. (2007), porownujac biodeg-
radacj¢ atrazyny prowadzong przez pojedynczy izolat (Arthrobacter keyseri ATZ2) oraz przez
zespot bakterii (Arthrobacter keyseri ATZ2, Arthrobacter sp. szczep ATZ1, Ochrobactrum sp.
CALl iPseudomonas sp. CA2). Udowodniono, ze wspotpraca bakterii powoduje efektyw-
niejsza biodegradacj¢ atrazyny, przede wszystkim pod wzglgdem skutecznosci — nastgpita
petna mineralizacja. Jesli chodzi 0 efektywnos$¢ procesu, ubytek atrazyny w hodowli jedno-
I wielosktadnikowej byt porownywalny. Doswiadczenie Koli¢ iin. (2007) $wietnie obrazuje
wspotprace drobnoustrojow, wlasnie na przyktadzie biodegradacji atrazyny. Sposrod 4 szczepow
atrazyne rozktadat jedynie szczep ATZ2, nalezacy do gatunku Arthrobacter keyseri. Jednak
niektorych powstajacych w tym procesie produktéw ten szczep nie byt w stanie dalej meta-
bolizowa¢ (np. kwasu cyjanurowego). Z kolei pozostate 3 szczepy co prawda nie rozktadaty
samej atrazyny, ale aktywnie metabolizowaty produkty jej rozktadu (izopropyloaming, etylo-
aming, kwas cyjanurowy). Takie nastepowanie po sobie bujnego rozwoju poszczegolnych
grup organizméw, W zaleznosci od dostgpnosci substratow, tworzy zjawisko sukcesji. Tak jak
mikroorganizmy od wiekéw wspolpracuja w rozktadzie naturalnych polimerow, np. lignin,
tak samo wydaje si¢ prawdopodobne, Zze nie pojedyncze izolaty, aich grupy majg wigksze
znaczenie w biodegradacji polutantow (Rézanski 1992).

Podobne wyniki otrzymaty Przybulewska i Sienicka (2008) w eksperymencie nad biodeg-
radacja atrazyny (100 mg-kg™) w glebie. Mniej symazyny ubyto (ok. 15%) po wprowadzeniu
biodegradujacego symazyng¢ inokulatu do gleby sterylnej, niz do gleby naturalnie zawierajacej
mikroorganizmy. Podobne do$wiadczenie wykonali Morgante i in. (2010). Wprowadzili do
gleby szczep Pseudomonas sp. MHP41, aby wspomdc mikroorganizmy naturalnie zasiedlaja-
ce glebe w biodegradacji symazyny (10 mg-kg™). Testowali 2 obiekty — pierwsza gleba pocho-
dzita z plantacji awokado, w przypadku ktorej stosowano przez 20 lat symazyne (Gesatop 9OWG);
w przypadku drugiej gleby nie stosowano herbicydéw triazynowych. Niezaleznie od gleby
bioaugmentacja (dodatek namnozonych bakterii szczepu MHP41) wyraznie wptywata na
przyspieszenie biodegradacji symazyny. Rowniez wczesniejszy kontakt z symazyna (w glebie
z herbicydami triazynowymi) spowodowat przyspieszenie biodegradacji. Wspotpraca mikro-
organizméow w kompleksowym przeprowadzaniu procesow biochemicznych w danym $rodo-
wisku zalezy nie tylko od ich uzdolnien metabolicznych. Wystarczy, ze nastgpi wydzielanie
do $rodowiska substancji stymulujgcych wzrost mikroorganizmow albo sekrecja biosurfaktan-
tow, a procesy biochemiczne zostang przyspieszone. Duze znaczenie ma zdolno$¢ niektorych
mikroorganizméw do wydzielania biosurfaktantow. Sg to zwigzki 0 réznej budowie chemicznej,
np. glikolipidy, peptydy lub wysokoczasteczkowe lipopolisacharydy, biopolimerowe kompleksy
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I lipoproteiny. Biosurfaktanty, czyli powierzchniowo czynne czasteczki wytwarzane przez
zywe komorki, produkowane sg z udziatem bakterii (Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Corynebacterium), a takze grzybow (Candida, Torulopsis, Saccharomyces, Penicillium, Curvula-
ria), ktore nie uczestniczac bezposrednio W biochemicznym rozktadzie ksenobiotykdw, znacznie
go przyspieszajg lub w ogole umozliwiajg (Paraszkiewicz i Diugonski 2007; Btaszczyk 2009).
By¢ moze rola Pseudoxanthomonas mexicana w biodegradacji symazyny, w opisanych bada-
niach, tez sprowadzata si¢ tylko do aktywacji szczepu X-4 Arthrobacter sp. Wydzielanie do
podtoza zwigzkow 0 charakterze biosurfaktantow lub stymulatoréw moglo stymulowaé bakte-
rie z rodzaju Arthrobacter do rozktadu symazyny.

Szczep HB-5, testowany przez Wang i in. (2011), biodegradowat atrazyne w szerokim
zakresie temperatury, w warunkach korzystnego odczynu podtoza (pH = 7). Zmiana temperatury
(od 10°C do 40°C) nie miala wplywu na tempo biodegradacji. Natomiast w opisywanych
badaniach wlasnych, w temperaturze 18°C, bakterie zastosowane tacznie W postaci inokulatu
(Arthrobacter sp. szczep X-4 i Pseudoxanthomonas mexicana) kilkakrotnie spowolnity tempo
biodegradacji symazyny (w odniesieniu do ich inkubacji w 28°C). Jeszcze w trzeciej dobie
eksperymentu symazyny bylo tyle co na poczatku doswiadczenia. W przedstawianym w niniej-
szym opracowaniu do§wiadczeniu W podtozu, oprocz symazyny, byt rowniez cytrynian sodu,
co wplynelo na uzyskanie nizszego pH (5,5), niz w doswiadczeniu powyzej cytowanym,
w ktorym nie wprowadzono dodatkowego zrodta wegla i/lub energii. Odczyn podloza w trakcie
badan wilasnych si¢ zmienial, aby ostatecznie osiggna¢ warto$¢ pH réwng 6,8. Zmiana pH
byla spowodowana wykorzystywaniem cytrynianu sodu jako zrodta wegla lub/i energii.

W doswiadczeniu Wang iin. (2013) szczep DATL, nalezacy do Arthrobacter sp.,
wyizolowano z lekko alkalicznej gleby piaszczysto-gliniastej. Dopiero po dodaniu go w postaci
namnozonego inokulatu (1,3-10" jtk-g™) do gleby, z ktorej zostat wyizolowany, nastapita biodeg-
radacja atrazyny. W ciagu 3 dni ubylo prawie 100% atrazyny (z 0.4 g-kg™). W glebie (w tej
samej, z ktorej pochodzit szczep DAT1), w przypadku ktorej nie zastosowano bioaugmentacji,
nie stwierdzono ubytku atrazyny nawet w 17 dniu doswiadczenia. Rowniez w badaniach
wiasnych przebieg biodegradacji symazyny roznit si¢ W zaleznosci od zastosowanego inokulatu.
Mimo ze w dwoch przypadkach w inokulacie byt obecny szczep X-4 Arthrobacter sp., w hodowli
macierzystej (w ktorej mikroorganizmy pochodzity bezposrednio z zawiesiny glebowej) biodeg-
radacja zachodzita w poczatkowej fazie wolniej niz w wariancie z inokulatem dwu- lub trojsktad-
nikowym (z namnozonym szczepem Arthrobacter sp. X-4, 10’ jtk-cm'?’). Zarowno W jednym,
jak i w drugim przypadku biodegradacja byta skuteczna, jednak faza przygotowawcza bakterii
do rozktadu symazyny byta krotsza po zastosowaniu namnozonych komorek Arthrobacter sp.,
a dtuzsza po dodaniu do podloza zawiesiny glebowej. Prawdopodobnie kluczowa role
w efektywnosci biodegradacji odgrywata po prostu liczba komorek aktywnych. W inokulacie
dwu- i trojsktadnikowym komorek Arthrobacter sp. bylo wiecej niz W rozcienczonej zawiesinie
glebowej. Natomiast w innym doswiadczeniu (Martin-Montalvo i in. 1997) na tempo biodeg-
radacji wptywata dawka symazyny, a nie liczba aktywnych komorek. Cytowani autorzy badali
wplyw liczby komoérek w inokulacie na skuteczno$¢ biodegradacji symazyny, przepro-
wadzanej przez szczep bakteryjny DSZ1 o niezidentyfikowanej przynaleznosci gatunkowe;.
Okazato si¢, ze na tempo 1 skuteczno$¢ biodegradacji ma wplyw ilos¢ symazyny dodawanej
do podtoza (2, 5, 10, 20 mg-cm™), a nie liczba komérek obecnych w inokulacie (6-10°, 10°,
107 jtk-em™). Po wprowadzeniu symazyny w dawkach 2 i 5 mg-cm™ ubylo jej $rednio 60%
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po 20 dniach inkubacji. Natomiast po wprowadzeniu do podtoza wigkszych dawek symazyny
roztozonych zostato jedynie od kilku do kilkunastu procent jej poczatkowej ilosci. Doktadnie
te sama zalezno$¢ odnotowano po wprowadzeniu do hodowli 6-10°, 10°, 107 jtk-cm™.

Z ryzosfery wetiwerii pachngcej (Vetiveria zizanioides) wyizolowano szczep Arthrobacter
sp. MCM B-436 (Vaishampayan i in. 2007). Szczep ten, wprowadzony do podtoza mineral-
nego z symazyna (10% jtk-em™), po 30 godzinach roztozyt ja w 73%. Jak juz wspomniano,
wiele szczepow z rodzaju Arthrobacter jest zdolnych do wykorzystywania pochodnych s-triazyny,
jednak szczep MCM B-436 wyrdznia si¢ tym, ze jest zdolny do catkowitej mineralizacji
pochodnych s-triazyny (atrazyny, symazyny, ametryny); wykorzystuje rowniez kwas cyjanu-
rowy jako zrodto makroelementow i/lub energii. Izolaty, nalezace do rodzaju Arthrobacter,
réznig si¢ rdwniez sposobem wykorzystania pochodnych s-triazyny. Wiekszo$¢ szczepow
wykorzystuje atrazyne tylko jako zrodto azotu, np. A. radiobacter J14a (Struthers i in. 1998)
i Arthrobacter sp. AD1 (Cai i in. 2003). Niektore szczepy moga wykorzystac s-triazyne jako
zrodto wegla, azotu i energii, np. Arthrobacter aurescens TC1 (Strong i in. 2002) i wspomnia-
ny szczep MCM B-436.

W badaniach whasnych bakterie z rodzaju Stenotrophomonas (Stenotrophomonas sp. CK6)
wyizolowano z obiektu nr 8 (z materialu z Parku Lesnego Arkonskiego). Stwierdzono, Ze sg
one zdolne do biodegradacji symazyny, poniewaz wprowadzone do podtoza (10’ jtk-cm™)
roztozyly ja catkowicie po 70 godzinach inkubacji. Szczepy nalezace do gatunku Stenotrophomonas
maltophilia opisywane sa przez kilku autorow jako zdolne do biodegradacji pochodnych s-triazyny
(Rousseaux i in. 2001; Marecik i in. 2008).

Zarbéwno szczep Arthrobacter sp. X-4, jak i Stenotrophomonas sp. CK6, wyizolowane
ze srodowiska w toku badan wtasnych, byly zdolne do diazotrofii. W laboratorium wzrastaty
na podlozach, do ktorych nie dodano zadnego zrodta azotu, natomiast w srodowisku
wyizolowano je z gleb, ktore porastaly miedzy innymi rosliny motylkowe (koniczyny).
W pracach innych autoréw (Bouquard iin. 1997; Marecik iin. 2008; Fajardo iin. 2012)
rowniez bakterie zdolne do biodegradacji pochodnych s-triazyny byty jednoczesnie zdolne do
asymilacji azotu czgsteczkowego (np. z rodzajow Rhizobium, Rahnella). Ta informacja moze
okaza¢ si¢ niezwykle przydatna w poszukiwaniu szczepoéw mikroorganizméw zdolnych do
biodegradacji tych substanc;ji.

Na podstawie wynikéw badan witasnych mozna stwierdzi¢, ze dodatek symazyny do
gleby w wigkszosci przypadkow (obiektow) nie wywotat zmian w intensywnos$ci wydzielania
ditlenku wegla przez mikroorganizmy glebowe. Wigkszo$¢ mikroorganizméw wykazywata
tolerancje¢ na herbicyd (szczegolnie po zastosowaniu najmniejszej dawki symazyny, wynosza-
cej 100 mg-kg'l), nie zmieniajgc W sposob istotny ilosci wytwarzanego CO,. Cze$¢ obiektow
zasiedlona byta przez mikroorganizmy, ktore potraktowaty symazyne jako zrédlo energii,
dlatego tempo oddychania w tych obiektach ulegto przyspieszeniu.

Podobne wyniki otrzymali Michalcewicz i in. (2004). W ich badaniach tempo respiracji
gleby stuzyto do okreslenia zawarto$ci biomasy mikroorganizméw glebowych. O 30% i 0 ok. 80%
wiecej ditlenku wegla wydzielaty mikroorganizmy w glebie z atrazyng (Azoprim 50 WP) —
odpowiednio po zastosowaniu dawki zalecanej przez producenta i stukrotnie wigkszej niz
w glebie kontrolnej. Szczegdlnie w pierwszym miesigcu doswiadczenia odnotowano silng
stymulacje wydzielania gazu. Po 49 dniach doswiadczenia ilo$¢ wydzielanego ditlenku wegla
w glebach skazonych byta porownywalna z iloscig tego gazu w glebie kontrolnej (Michalce-
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wicz i in. 2004). Wydaje sig, ze intensywne wydzielanie ditlenku wegla moglo mie¢ zwigzek
z wykorzystywaniem atrazyny jako zrodta energii lub/i wegla (Rézanski 1992). Nowak
(1995), badajac wptyw atrazyny (Azoprim 50 WP) na tempo respiracji mikroorganizmow
w glebie, zaobserwowata stymulujacy wptyw substancji aktywnej na drobnoustroje. Mikro-
organizmy wydzielaty o kilka—kilkanascie procent wigcej ditlenku wegla w glebie z atrazyna
niz W glebie bez atrazyny. W przedstawianym w niniejszym opracowaniu doswiadczeniu rowniez
opisano obiekty, ktore charakteryzowaty si¢ zwigkszeniem ilosci wydzielanego ditlenku
wegla przez mikroorganizmy i to po zastosowaniu wszystkich dawek symazyny (w materiale
z Krzekowa, Wotczkowa i Gumieniec).

Badanie wtasne kinetyki rozktadu symazyny przez aktywne szczepy Arthrobacter sp.
(X-4) i Pseudoxanthomonas mexicana oraz Stenotrophomonas sp. ujawnito pewne podo-
bienstwo podczas tego procesu. Krzywa biodegradacji miata podobny przebieg (ksztatt), nieza-
leznie od uzytego inokulum. W przebiegu procesu mozna byto wydzieli¢ okres zastoju biodeg-
radacji, w ktorym nie stwierdzono ubytku symazyny. Moglo to by¢ spowodowane
adaptowaniem si¢ mikroorganizméw do nowych warunkoéw, co zazwyczaj ma miejsce, gdy
bakterie nie mialy wczesniej kontaktu z ksenobiotykiem. Jednak w przypadku obu inokulatow
(Arthrobacter sp. X-4, Pseudoxanthomonas mexicana oraz Stenotrophomonas sp. CK6)
bakterie te miaty wczesniej kontakt z symazyng. We wstepnym etapie procesu biodegradacji
pochodnych s-triazyny niektore bakterie mogg pozyskiwaé azot z powietrza, jednak ze wzgledu
na energochtonny charakter diazotrofii w dalszej kolejnosci — jesli potrafig — wykorzystuja
symazyng. Innym wyjasnieniem dlugiego okresu przygotowawczego mikroorganizmow do
rozktadu symazyny (poczatek biodegradacji nastgpit odpowiednio po 9 i 30 godzinie ekspe-
rymentu) moze by¢ niedostateczna liczba komoérek w inokulatach (107 jtk-em™) i potrzeba
dhuzszego czasu na namnozenie ich do ilosci wystarczajacej do zainicjowania biodegradacji.
Jednak inni autorzy (Vaishampayan iin. 2007; Marecik iin. 2008) wprowadzali zblizong
liczbe komorek bakterii do podtoza w celu biodegradacji pochodnych s-triazyny. Zacytowani
autorzy pomiary stezenia pochodnych s-triazyny przeprowadzali raz na kilkanascie godzin lub
znacznie rzadziej, w zwigzku z czym brakuje danych dotyczacych przebiegu biodegradacji
w pierwszych kilkunastu godzinach badan. Zreszta poszczegdlne gatunki, a nawet szczepy,
moga rdznié si¢ SwWoimi wymaganiami srodowiskowymi (Kodama i in. 2001).

W badaniach wiasnych gwattowny ubytek symazyny charakteryzowat drugg faze biodeg-
radacji, w ktorej maksymalne tempo ubywania symazyny z hodowli wynosito 8,4 mg-dm™-h*
(w wariancie z Arthrobacter sp. i P. mexicana). W przypadku hodowli bakterii z rodzaju
Stenotrophomonas (szczep CK6) maksymalne tempo biodegradaciji wynosito prawie 7 mg-dm™-h™.
Stopniowe spowalnianie tempa biodegradacji symazyny, az do przekroczenia jej progu ozna-
czalnos$ci, nastgpowato do 32 (Arthrobacter sp. i P. mexicana) i 70 (Stenotrophomonas sp.)
godziny eksperymentu. Czas pottrwania substancji aktywnych pestycydow (DTsp) jest kluczo-
wym parametrem opisujacym kinetyke rozktadu pestycydoéw w glebie lub w hodowli (Beulke
I Brown 2001; FOCUS 2006). Znacznie rozni si¢ czas potowicznego rozktadu pestycydow
aplikowanych do gleby ido podtoza laboratoryjnego. W pierwszym przypadku na tempo
biodegradacji ma zawsze wptyw rowniez obecno$¢ innych sktadnikow wystepujacych w glebach
(w tym przede wszystkim wystepowanie substancji organicznej — Houot i in. (1998). W przedsta-
wianych badaniach witasnych bakterie roztozyly symazyne (DTsp) W ciggu 20,3 godziny
(Arthrobacter sp. i P. mexicana) lub 48,4 godziny (Stenotrophomonas sp.). Jednak trudno

64



poréwnywac warto$¢ tego parametru Z warto§ciami uzyskanymi przez innych badaczy, ktérzy
realizowali do$wiadczenia W zréznicowanych warunkach inkubacji. Jak wynika z przedsta-
wionego doswiadczenia, nie tyle dawka co wptyw temperatury inkubacji miat istotny wptyw
na tempo biodegradacji, a tym samym na czas péttrwania symazyny DTso. Wzrost tempe-
ratury inkubacji 0 10°C spowodowal przyspieszanie tempa biodegradacji. R6znice w osiag-
nigciu czasu potowicznego rozktadu symazyny DTso w hodowlach, w zalezno$ci od tempera-
tury (18 lub 28°C), wynosily 2—4 doby, a réznice w osiaggnigciu DTsp, wynikajace ze wzrostu
dawki symazyny (o 50 i 100 mg-dm™) — jedynie kilka—kilkanascie godzin.

Fernandez i in. (2001) oraz Nicholls i in. (1984) rowniez wskazuja na temperaturg jako
na czynnik kluczowy modyfikujacy przebieg procesu biotransformacji symazyny w glebach.
Czas potowicznego rozktadu symazyny mierzony latem (44 doby) wydtuzyt si¢ kilkukrotnie
zimg (Fernandez i in. 2001). Natomiast w innych badaniach (Nicholls i in. 1984) latem czas
polowicznego rozktadu symazyny wynosit ok. 75 dni, a zimg wydluzyt si¢ do ok. 150 dni.
Cytowani autorzy (Nicholls i in. 1984; Fernandez i in. 2001) swoje spostrzezenia potwierdzili
w warunkach laboratoryjnych, w ktorych stosujac rézng temperature inkubacji, wydtuzali lub
skracali czas polowicznego rozktadu symazyny. Wplyw temperatury na tempo biodegradacji
symazyny badali Kodama iin. (2001). Szczep N5C, nalezacy do gatunku Moraxella ovis,
roztozyt 0 30% wiecej symazyny po podwyzszeniu temperatury 0 10°C (25, 35°C). Zreszta
nie tylko proces biodegradacji ksenobiotykow zalezy od temperatury; wiadomo, ze w zasadzie
wszystkie procesy biochemiczne, katalizowane przez enzymy, sa od niej uzaleznione (Kunicki-
-Goldfinger 2007).
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6. Podsumowanie

Biologiczne unieszkodliwianie odpadéw pestycydowych (rowniez W polaczeniu z meto-
dami chemicznymi) jest alternatywne dla termicznych metod utylizacji. Dlatego poszukiwanie
mikroorganizmow tatwych, tanich w hodowli i wykazujacych szerokie spektrum aktywnosci
enzymatycznej daje szans¢ na coraz czestsze wdrazanie do przemystu metod ,,przyjaznych”
srodowisku. Do badan wybrano wycofang z obrotu handlowego substancje aktywna — syma-
zyng (ang. 6-chloro-N,N'-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) zawartg w herbicydzie Azotop 50 WP,
poniewaz zdaniem wielu badaczy (Behki i Khan 1994; Martin-Montalvo i in. 1997; Kodama
i in. 2001; Barra-Caracciolo i in. 2005; Sanchez i in. 2005) jest rozktadana przez wiele szczepow
mikroorganizméw Srodowiskowych. Herbicyd pozyskano z prywatnego gospodarstwa rolnego,
w ktorym byt przechowywany wraz z innymi wycofanymi z handlu srodkami ochrony roslin,
stanowigc potencjalne zagrozenie dla ludzi i srodowiska.

W pierwszym etapie badan oceniano wptyw symazyny na mikroorganizmy, na ich
liczebnos¢ i tempo wydzielania ditlenku wegla. Liczebnos¢ bakterii i grzybow oraz wydziela-
nie CO, byly uzaleznione od zastosowanej dawki symazyny. W wigkszosci obiektow po
zastosowaniu symazyny w dawkach 100 i 300 mg-kg™ liczebno$é bakterii i grzyboéw oraz
tempo ich oddychania nie zmienialy si¢ statystycznie istotnie. Natomiast symazyna zastoso-
wana w dawce 500 mg-kg™ przewaznie zmieniata (statystycznie istotnie) wartosci badanych
parametrow. Jedynie w 3 przypadkach (na 30 obiektéw) mikroorganizmy, niezaleznie od
dawki symazyny i badanej wtasciwosci, podobnie reagowaty na symazyne. W dwoch obiek-
tach, tj. w probce gliny piaszczystej pobranej z tagki we wsi Warzymice oraz W probce gliny
piaszczystej pobranej z nabrzeza Odry we wsi Siadto Dolne, nie stwierdzono statystycznie
istotnego wptywu symazyny ani na liczebno$¢ bakterii i grzybow, ani na tempo wydzielania
ditlenku wegla. W tych obiektach mikroorganizmy byly odporne na symazyng, poniewaz
w zadnym przypadku nie zanotowano jej statystycznie istotnego wptywu. Tylko w jednym
obiekcie (w probce piasku pobranego z plazy w Stowinskim Parku Narodowym) liczebnos¢
bakterii i grzybéw oraz szybko$¢ wydzielania CO, ulegatly zmianie (zmniejszeniu) po zasto-
sowaniu symazyny we wszystkich dawkach. W pozostatych obiektach, w zaleznosci od dawki
symazyny i badanego parametru, reakcja mikroorganizméw na symazyne¢ byla rézna, dlatego
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy mikroorganizmy sg wrazliwe czy odporne na syma-
zyng. Odporno$¢ na symazyng nie gwarantuje mikroorganizmom zdolnosci do jej biodegradacji.
Wielokrotnie w obiektach zawierajacych bakterie i/lub grzyby, ktorych liczebnos¢ nie podlegata
istotnym zmianom lub wrecz zwigkszata sie pod wplywem symazyny, nie stwierdzano obec-
nosci mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji symazyny.

Jesli w podtozu hodowlanym lub w glebach jest dostgpny azot w formie tatwo przyswa-
jalnej dla mikroorganizmow, biodegradacja symazyny i innych pochodnych s-triazyny zostaje
spowolniona lub wrecz zahamowana (Houot i in. 1998; Abdelhafd i in. 2000). Dodatek pepto-
nu do pozywki pltynnej z symazyng hamowat jej biologiczny rozktad we wszystkich badanych
przypadkach.



Substancja organiczna zawarta w materiatach badawczych neutralizowata negatywne
oddziatywanie symazyny na mikroorganizmy. Jednak ochronna rola substancji organicznej
dotyczyta mikroorganizméw narazonych na dziatanie najwickszej dawki symazyny, tj. 500 mg-kg™.
W obiektach zawierajacych substancje organiczna w ilosci ponizej 40 gkg™ symazyna wplywata
statystycznie istotnie na wartosci badanych parametrow, natomiast wraz ze wzrostem zawar-
tosci substancji organicznej w obiektach wptyw symazyny czeséciej byt statystycznie nieistotny.
W przypadku symazyny zastosowanej w mniejszych dawkach liczebno$¢ mikroorganizmow
i tempo ich oddychania w wigckszosci obiektow nie zmieniaty si¢ albo wrecz si¢ zwickszaty.

W drugim etapie badan testowano obiekty badawcze (30 zréznicowanych materiatow
srodowiskowych) pod wzgledem obecnosci mikroorganizmoéw zdolnych do biodegradacji syma-
zyny. Jedynie w 7 obiektach (na 30) wykryto mikroorganizmy zdolne do biodegradacji symazyny,
co wskazuje na niewielkie rozpowszechnienie tej wiasciwosci wsrod mikroorganizmow. Wykryto
je w probkach pobranych w dzielnicy Szczecin-Pooc (w Parku Lesnym w Mscigeinie, W Przgso-
cinie), w probkach pobranych w dzielnicy Szczecin-Zachod (na Krzekowie, w Parku Lesnym
Arkonskim, w parku Kasprowicza) i w probkach pozyskanych z Siadta Dolnego i Przectawia.
Nie zaobserwowano, by odleglo$¢ migdzy miejscami pobierania probek wptywala na rozprzes-
trzenienie cechy, nadajacej mikroorganizmom zdolno$¢ do rozktadu symazyny. Mimo ze niektore
miejsca pobrania materialow badawczych byty oddalone od siebie jedynie o kilkanascie metrow,
W jednej probee stwierdzano obecno$¢ mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji symazyny,
aw drugiej nie. We wszystkich dzielnicach Szczecina (Potnoc, Zachod, Srédmiescie, Prawo-
brzeze) wérdd pobranych materiatdéw byly takie, ktore zawieraty mikroorganizmy biodegradu-
jace symazyne oraz niezdolne do jej biodegradaciji.

Woybrane izolaty bakterii hodowano w warunkach laboratoryjnych i oceniano ich zdol-
no$¢ do biodegradacji symazyny. Testowano inokulaty jedno- i wieloszczepowe pod wzgledem
zdolnosci do biodegradacji symazyny. Kinetyke biodegradacji symazyny w hodowli okreso-
wej opisano za pomoca funkcji logistycznej. Wspolczynniki modelu logistycznego estymowa-
no numerycznie metoda Levenberga-Marquardta. Sposrod wszystkich wersji inokulatow jedno-
i wieloszczepowych najszybciej i najskuteczniej symazyne rozktadal wariant zawierajacy
tacznie bakterie z rodzajow Arthrobacter oraz Pseudoxanthomonas. Szczep X-4 nalezacy do
rodzaju Arthrobacter oraz bakterie nalezace do gatunku Pseudoxanthomonas mexicana wyizo-
lowano z materiatu utworzonego z gleby i warstwy organicznej, pobranych w parku w Msciecinie.
W przypadku hodowli tych bakterii czas pottrwania symazyny (DTs), wprowadzonej do
podtoza w dawce 100 mg-dm™, wynosit 20,3 godziny (w 28°C), a maksymalne tempo biodeg-
radacji symazyny (—dC/dt) wynosito 8,4 mg-dm™>-h™. Skuteczny w biodegradacji symazyny
byt réwniez szczep CK6, zidentyfikowany jako Stenotrophomonas sp., ktory samodzielnie
biodegradowat symazyne. Szczep pochodzil z materiatu pobranego w Parku Lesnym Arkonskim
w Szczecinie. W hodowli bakterii Stenotrophomonas sp. CK6 czas pottrwania symazyny wynosit
48,4 godziny (w 28°C), a maksymalne tempo biodegradacji symazyny wynosito 7 mg-dm™>-h.
Znacznie czgsciej bakterie z rodzaju Arthrobacter, niz z rodzaju Stenotrophomonas, opisywa-
ne sg jako zdolne do biodegradacji substancji aktywnych pestycydow (Kodama iin. 2001;
Rousseaux i in. 2001; Cai i in. 2003; Koli¢ i in. 2007; Marecik i in. 2008; Wang i in. 2013).
Rowniez wiele innych mikroorganizmoéw, nalezacych do roznych rodzajéw bakterii, grzybow,
glonow, jest zdolnych do metabolizowania pestycydéw (Rozanski 1992; Gonzalez-Barreiro
i in. 2006).
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Porownujac efektywnos$¢ procesu biodegradacji Symazyny po uzyciu roznych jej dawek
(50-300 mg-dm™) podczas inkubacji w temperaturze 18 i28°C inokulatow zawierajacych
Arthrobacter sp. X-4 i Pseudoxanthomonas mexicana oraz szczep Stenotrophomonas sp. CKG6,
okazato sie, ze gtowna role w ksztattowaniu przebiegu procesu odgrywa nie dawka symazy-
ny, atemperatura. Przy tym tempo biodegradacji symazyny zwigkszylo si¢ 0 kilka dob po
wzroscie temperatury o 10°C. Zwickszenie dawki symazyny o 50, a nawet 100 mg-dm™ spowol-
nito tempo procesu jedynie o kilka—kilkanascie godzin i to nie w kazdej hodowli.

Przeprowadzone badania wtasne i innych autorow (Bouquard i in. 1997; Vaishampayan
I in. 2007; Marecik i in. 2008) wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania mikroorganizmow do
biologicznego unieszkodliwiania pochodnych s-triazyny. Nalezaloby wigc kontynuowa¢ badania
dotyczace biodegradacji odpadow pestycydowych, a szczeg6lnie badania poswigcone skrinin-
gowi mikroorganizméw zdolnych do mineralizacji co najmniej kilku substancji aktywnych
pestycydow. Bakterie z rodzaju Arthrobacter (w tym pozyskany w toku badan wilasnych
Arthrobacter sp. X-4) to typowe autochtony, rozpowszechnione w $rodowisku, tatwe w hodowli
I dobrze znoszace dlugi czas przechowywania (Gtazewska-Maniewska iin. 2004; Kotwzan
I in. 2006). Bakterie te wraz ze szczepem nalezagcym do gatunku Pseudoxanthomonas mexicana
szybko rozktadaty symazyne dodang do podtoza, nawet w dawce 200 mg-dm'3. Przeprowa-
dzone badania nie ustality granicy mozliwosci tych bakterii dotyczacych maksymalnej dawki
symazyny podlegajacej catkowitemu rozktadowi oraz dotyczacych zdolno$ci do rozktadu innych
substancji aktywnych. Dlatego konieczne sa kolejne badania (np. hodowla ciggta aktywnych
inokulatow), ktore potwierdzg konkurencyjnos¢ biotechnologicznych metod utylizacji odpa-
dow triazynowych.
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7. WhnioskKi

1. Mikroorganizmy zdolne do biodegradacji symazyny nie wystepuja powszechnie
w srodowisku. Wykryto je w 7 obiektach na 30 badanych: w 2 obiektach w dzielnicy Szczecin-
-Potnoc (w probkach pobranych z Parku Lesnego w Mscigcinie i z Przg¢socina), w 3 obiektach
w dzielnicy Szczecin-Zachod (w probkach pozyskanych z Krzekowa, z Parku Lesnego Arkons-
kiego, z parku Kasprowicza) i w 2 miejscach wykraczajacych poza granice Szczecina (W mate-
riale pobranym z Siadta Dolnego i Przectawia).

2. Matryce $rodowiskowe moga by¢ zrodtem mikroorganizméw rozktadajacych Ssymazyng.
Skuteczne w biodegradacji tej substancji okazaty si¢ inokulaty zawierajgce tgcznie Szczepy
bakterii Arthrobacter sp. X-4 i Pseudoxanthomonas mexicana. Bakterie te wyizolowano
z materiatu glebowego pobranego W parku w Mscigcinie. Szczep Stenotrophomonas sp. CK6
wyizolowano z probki pobranej w Parku Lesnym Arkonskim.

3. Zmiana temperatury inkubacji hodowli silniej modyfikuje przebieg procesu rozkta-
du symazyny niz zwigkszenie jej dawki. Tempo biodegradacji symazyny przyspieszyto $rednio
o kilka dob po zwickszeniu temperatury 0 10°C. Wzrost dawki symazyny (nawet 0 150 mg-dm™),
spowolnit tempo jej rozktadu zaledwie 0 kilka—kilkanascie godzin.

4. Nie mozna jednoznacznie ustali¢, czy mikroorganizmy sg odporne czy wrazliwe na
symazyne. Reakcja mikroorganizméw na t¢ substancj¢ jest zréznicowana; zalezy przede
wszystkim od uzytej dawki ksenobiotyku, jak rowniez od obiektu, badanego parametru
I sposobu uzytkowania gleb. Jedynie w 2 obiektach (w probce gliny piaszczystej pobranej
Z taki we wsi Warzymice oraz W probcee gliny piaszczystej pobranej z nabrzeza Odry we wsi
Siadto Dolne) liczba bakterii, grzybéw oraz ich aktywno$¢ metaboliczna nie zmieniaty si¢ po
zastosowaniu symazyny we wszystkich dawkach. Piasek z plazy ze Stowinskiego Parku
Narodowego zawierat bakterie i grzyby wrazliwe na wszystkie zastosowane dawki symazyny.
W pozostatych 27 obiektach bakterie i grzyby roznie reagowaly na symazyne (zwigkszajac,
zmniejszajac lub nie zmieniajac swojej liczebnosci i szybkosci oddychania).

5. Zawarto$¢ substancji organicznej w obiektach miata wptyw na mikroorganizmy jedynie
w przypadku oddziatywania najwickszej dawki symazyny (500 mg-kg™). Wraz ze wzrostem
ilosci substancji organicznej w obiektach czesciej wystgpowaty w nich bakterie i grzyby odporne
na symazyne.

6. Mata odlegtos¢ (kilkanascie metrow) miedzy miejscami pobrania probek nie wptywata
na rozprzestrzenienie cech nadajacych mikroorganizmom odporno$¢ na symazyng i zdolnosé
do jej rozktadu.

7. Odporno$¢ na symazyne nie zawsze wigze si¢ ze zdolnosciag do jej rozktadu. Wielo-
krotnie w obiektach zawierajacych bakterie i/lub grzyby odporne na symazyne (nawet stymu-
lowane przez nig do wzrostu iaktywno$ci) nie stwierdzono obecno$ci mikroorganizmow
zdolnych do jej biodegradaciji.
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Summary

Propagation in the environment of microorganisms biodegrading
the simazine

An active substance — simazine (6-chloro-N,N'-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine),
withdrawn from trading, was selected for research. It is contained in Azotop 50 WP herbicide.
The herbicide was obtained from a private farm where it was stored together with other
useless agents, making up potential threat for the environment. The simazine is a substance
subject to biodegradation and therefore a trial of biological neutralisation of this xenobiotic
was undertaken.

In the first stage of research, simazine’s impact was assessed on microorganisms, their
number and the rate of carbon dioxide release. In the second stage, selected objects were
tested (30 different environmental materials) as to microorganisms content capable of simazine
biodegrading. Then, bacteria isolates obtained from soils were cultivated in laboratory
conditions and their ability to biodegrade simazine was assessed. Single and multi-strain
inoculates were tested, as well as their combinations as to the capacity to biodegrade simazine.
The efficiency of the biodegradation process was compared after the application of various doses
of simazine (50200 mg-dm™), and during incubation of the bacteria culture at the temperatures of
18 and 28°C. Kinetics of simazine biodegradation in the periodic bacteria culture were described,
i.e. the period of elimination half-life of simazine DTsy (h) was established together with the

determination of the maximum theoretical velocity of decomposition —dC/dt (mg-dm™-h™),
and the average rate of simazine degradation (—AC/At) (mg-dm>h™) with the help of

a logistic function. The coefficients of the logistic models were estimated numerically with
the Levenberg-Marquardt method, with the use of Statistica 9 statistic package.

The number of bacteria and fungi and the rate of carbon dioxide release by microorganisms
depended first of all upon the simazine dose applied. In most objects, after the application
of simazine in doses of 100 and 300 mg-kg™, the number of bacteria and fungi and the rate
of breathing did not change to a statistically material extent. However, the impact of simazine
in the dose of 500 mg-kg™ in most objects changed the values of parameters being tested to
a statistically material extent. Only in three cases (per 30 objects), microorganisms, independently
upon the dose and feature being tested, responded similarly to simazine. In two objects (in the
sample of loam collected from a meadow in the village of Warzymice and in the sample
of loam collected from the Odra River bank in the village of Siadto Dolne), no statistically
material impact of simazine was found out, neither on bacteria and fungi, nor on the rate
of carbon dioxide release rate. In these objects, microorganisms were resistant to simazine as
in no case, statistically material increase or reduction in the values of parameters with reference to
the control object were noted. Only in one object (in the sample of sand collected from the
beach in the Stowinski National Park) did the value of parameters being tested always change
after the application of simazine. In the remaining objects, depending upon the dose of simazine
and the parameters being tested, the response of microorganisms to simazine was differentiated.



Therefore, we may not establish unambiguously whether the microorganisms are susceptible
or resistant to simazine.

The organic substance contained in the test materials neutralised the adverse impact
of simazine on microorganisms (in the case of a 500 mg-kg™ dose). In objects containing an organic
substance at an amount below 40 g-kg™, the simazine had a statistically material impact on
the values of parameters being tested. However, following the growth of organic substance in
the content of objects, the impact of simazine was more frequently statistically immaterial. It was
not found out whether the content of the organic substance in the objects had an impact on the
response of microorganisms to the simazine applied in smaller doses (100 and 300 mg-kg‘l).

Microorganisms capable of simazine biodegrading are not widespread in the environment.
Only in 7 objects (per 30) was the presence of microorganisms capable of simazine biodegrading
found out. They were detected in samples collected in the Szczecin-Potnoc District (in the Lesny
Park in Msciecino, in Przesocin), in the samples collected in the Szczecin-Zachdd District
(in Krzekowo, in the Le$ny Arkonski Park, in the Kasprowicza Park) and in samples obtained
from places outside the current boundaries of Szczecin (in Siadlo Dolne, Przectaw). In was
not noted that the distance between the places where the samples were collected had any impact
on the propagation of features which give the microorganisms the capacity to biodegrade the
simazine. Although some places where the test material was collected were distant from each
other only by a dozen or so metres, in one sample the presence of microorganisms capable of
simazine biodegrading was found out and in another one were not. In all districts of Szczecin
(Szczecin Pooc, Zachod, Srodmiescie, Prawobrzeze), amongst the materials collected, there were
such which contained microorganisms able to biodegrade simazine and those which did not.

The resistance to simazine does not guarantee microorganisms the capacity to biodegrade
it. Quite frequently, in the objects which contained bacteria and/or fungi resistant to simazine
(whose number was not subject to material changes) or in the objects which contained microorga-
nisms which were stimulated for growth in its presence, no presence of any microorganisms
able to biodegrade simazine was ascertained.

Amongst all versions of single-strain and multi-strain inoculates, the quickest and most
efficient to break down simazine was an inoculate which contained bacteria both of Arthrobacter
and Pseudoxanthomona types. The X-4 strain, belonging to the Arthrobacter type, as well as
the bacteria belonging to Pseudoxanthomonas mexicana, were isolated from the material made
from soil and organic layer, collected in the park in Mscigcino. In the case of this bacteria culture,
the half-life time of the simazine (DTsp), introduced to the substrate in a dose of 100 mg-dm‘s,
was 20,3 hours (in 28°C), and the maximum rate of simazine biodegradation (—dC/dt) was
8,4 mg-dm™-h™’. The CK®6 strain identified as Stenotrophomonas sp., was also efficient in the
simazine biodegradation. It biodegraded the simazine independently. The strain came from
the material collected in the Lesny Arkonski Park in Szczecin. In the culture of bacteria
belonging to Stenotrophomonas sp. the half-life of simazine was 48,4 hours (in 28°C), and the
maximum rate of simazine biodegradation was 7 mg-dm™-h™.

The key role in the simazine biodegradation was played by the temperature, and its dose
had a smaller impact on the rate of simazine disappearance. The rate of simazine biodegradation
(measured by the time of simazine half-life in the DTso culture) was accelerated on average by
a few full days and nights after an increase in the temperature by 10°C. An increase in the
simazine dose by 50, and even 100 mg-dm™ slowed down the process rate only by a few to a dozen
or so hours and even not in every case.
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Zusammenfassung

Ausbreitung in der Umwelt von Mikroorganismen, die das Simazin
biologisch abbauen

Fiir die Untersuchungen wurde die aus dem Handelsverkehr zuriickgezogene Aktivsubstanz
Simazin (6-Chlor-N,N'-diethyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin) gewahlt, die im Herbizid Azotop 50 WP
enthalten ist. Das Herbizid stammte aus einer privaten Landwirtschaft, wo es gemeinsam mit
anderen unbrauchbaren Mitteln gelagert wurde und eine potenzielle Gefahr fiir die Umwelt
darstellte. Das Simazin ist eine biologisch abbaubare Substanz und aus diesem Grund wurde
ein Versuch unternommen dieses Xenobiotikum biologisch zu entsorgen.

In der ersten Forschungsetappe bewertete man den Einfluss von Simazin auf Mikroorga-
nismen, deren Menge und das Tempo der Ausscheidung von Kohlendioxid. In der zweiten
Etappe wurden Versuchsobjekte (30 differenzierte Umweltstoffe) hinsichtlich des Gehalts an
Mikroorganismen getestet, die in der Lage sind das Simazin biologisch abzubauen. AnschlieSend
wurden die aus den Bdden gewonnenen Bakterienisolate unter Laborbedingungen geziichtet
und deren Fahigkeit zum biologischen Abbauen von Simazin bewertet. Es wurden ein- und
mehrstdmmige Inokulate und deren Kombinationen hinsichtlich deren Féhigkeit zum biologischen
Abbauen von Simazin getestet. Es wurde die Effektivitit des Bioabbauprozesses nach der
Anwendung von verschiedenen Simazin-Dosen (50200 mg-dm™®) und wihrend der Inkubation der
Zucht bei Temperaturen von 18 und 28°C verglichen. Die Kinetik des Bioabbaus von Simazin
in einer Batch-Kultur, d. i. die Bestimmung der Halbwertszeit von Simazin DTs, (h), die Bestim-
mung der maximalen theoretischen Geschwindigkeit der Zersetzung — dC/dt (mg-dm™h™)
und des mittleren Abbautempos von Simazin (—AC/At) (mg-dm™h™), wurden mit Hilfe

einer logistischen Funktion beschrieben. Die Kennzahlen des logistischen Modells wurden
nummerisch nach der Levenberg-Marquardt-Methode estimiert, wofiir die Statitik-Software
Statistica 9 eingesetzt wurde.

Die Menge von Bakterien und Pilze als auch das Tempo der Kohlendioxid-Ausscheidung
durch Mikroorganismen hingen vor allem von der angewendeten Simazin-Dosis ab. Nach
dem Anwenden von Simazin in Dosen von 100 und 300 mg-kg™ dnderten sich in den meisten
Objekten die Mengen von Bakterien und Pilzen als auch das Tempo der Atmung statistisch in
keinem wesentlichen MaB3e. Der Einfluss von Simazin in einer Dosis von 500 mg kg'1 dnderte
dagegen im statistisch wesentlichen Mal3e die Werte von untersuchten Parametern in den meisten
Objekten. Lediglich in drei Fillen (aus 30 Objekten) reagierten Mikroorganismen auf Simazin
unabhingig von der Dosis und der untersuchten Eigenschaft in dhnlicher Weise. In zwei Objekten
(in einer Probe des sandigen Tons, die aus einer Wiese im Dorf Warzymice entnommen
wurde und in einer Probe des sandigen Tons, die aus dem Oder-Ufer im Dorf Siadto Dolne
entnommen wurde) wurde kein statistisch wesentlicher Einfluss von Simazin weder auf die
Menge von Bakterien und Pilzen noch auf das Tempo der Ausscheidung des Kohlendioxides
festgestellt. In diesen Objekten waren die Mikroorganismen gegen Simazin besténdig, weil in
keinem der Fille weder eine statistisch wesentliche Zunahme noch eine Verringerung der



Parameterwerte im Vergleich mit dem Kontrollobjekt verzeichnet wurde. Nur in einem Objekt (in
der Sandprobe entnommen am Strand im Stlowinski Nationalpark) dnderte sich immer der
Wert von untersuchten Parametern nach dem Einsatz von Simazin. In sonstigen Objekten, in
Abhiéngigkeit von der Simazindosis und dem untersuchten Parameter, war die Reaktion von
Mikroorganismen auf Simazin unterschiedlich; deswegen kann man nicht eindeutig feststellen, ob
diese Mikroorganismen gegen Simazin empfindlich oder bestdandig sind.

Organische Substanz, die in untersuchten Stoffen enthalten war, neutralisierte eine
negative Einwirkung von Simazin auf Mikroorganismen (im Fall der Dosis von 500 mg kg™).
In Objekten, die organische Substanz in einer Menge von niedriger als 40 g-kg™ enthielten,
becinflusste das Simazin in einem statistisch wesentlichen Mal3e die Werte von untersuchten
Parametern. Dagegen mit der Zunahme des Gehalts an organischer Substanz in Objekten war
der Einfluss von Simazin hiufiger statistisch unbedeutend. Es konnte nicht festgestellt werden,
dass der Gehalt einer organischen Substanz in Objekten einen Einfluss auf die Reaktion von
Mikroorganismen auf das in kleineren Dosen angewendete Simazin (100 i 300 mg-kg™) hatte.

Mikroorganismen, die zum biologischen Abbau von Simazin fahig sind, sind in der
Umwelt nicht verbreitet. Lediglich in 7 Objekten (aus 30) wurde die Anwesenheit von
Mikroorganismen entdeckt, die zum Bioabbau von Simazin fahig sind. Sie wurden in Proben
entdeckt, die im Stadtviertel Szczecin-Nord (im Waldpark in Mscigcin, Przesocin) entnommen
wurden, in Proben, die im Wohnviertel Szczecin-West (Krzekowo, Waldpark Arkonski,
Kasprowicz-Park) und in Proben, die an Stellen gewonnen wurden, die aufBlerhalb von
gegenwirtigen Grenzen von Szczecin liegen (Siadlo Dolne, Przectaw). Es konnte nicht festgestellt
werden, dass die Entfernung zwischen den Entnahmestellen der Proben einen Einfluss auf die
Ausbreitung der Eigenschaft hatte, die den Mikroorganismen die Fihigkeit zum Bioabbau von
Simazin verleihen wiirde. Trotz der Tatsache, dass manche Entnahmestellen des Forschungsma-
terials voneinander lediglich um ein Dutzend Meter entfernt waren, stellte man in einer Probe
die Anwesenheit von Mikroorganismen fest, die zum Bioabbau von Simazin féhig sind und in
der anderen keine Anwesenheit von solchen Mikroorganismen. In allen Wohnvierteln Szczecins
(Nord, West, Mitte, rechtes Ufer) gab es unter den entnommenen Materialien solche, die das
Simazin biologisch abbauenden Mikroorganismen enthielten, als auch solche, die keine solche
Fahigkeit hatten.

Die Bestindigkeit gegen Simazin garantiert den Mikroorganismen keine Féhigkeit dieses
biologisch abbauen zu kdnnen. In Objekten, die Bakterien und/oder Pilze enthalten, die gegen
Simazin bestindig sind (deren Menge keinen wesentlichen Anderungen unterlag) oder in
Objekten, die Mikroorganismen enthielten, die geradezu zum Wachstum in seiner Anwesenheit
stimuliert wurden, konnte keine Anwesenheit von Mikroorganismen festgestellt werden, die
zum Bioabbau von Simazin féhig sind.

Aus allen Versionen von ein- und mehrstimmigen Inokulaten wurde das Simazin am
schnellsten und am effektivsten durch das Inokulat zersetzt, welches gemeinsam Bakterien
der Art Arthrobacter und Pseudoxanthomonas enthielt. Der Stamm X-4, welcher zu der Art
Arthrobacter gehort, als auch Bakterien, die zu der Art Pseudoxanthomonas mexicana
gehoren, wurden aus dem Material isoliert, welches aus dem Boden und einer organischen Schicht
gebildet wurde, die im Park in M$ciecin entnommen wurden. Im Fall der Zucht von diesen
Bakterien betrug die Halbwertszeit von Simazin (DTsp), das in den Nahrboden in einer Dosis
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von 100 mg-dm™ eingefiihrt wurde, 20,3 Stunden (bei 28°C) und das maximale Tempo des
Bioabbaus von Simazin (-dC/dt) betrug 8,4 mg-dm>-h™. Die Wirksamkeit beim Bioabbau
von Simazin zeigte auch der Stamm CK®6, welcher als Stenotrophomonas sp. identifiziert
wurde und welcher das Simazin selbstindig biologisch abbaute. Der Stamm stammte aus dem
im Waldpark Arkonski in Szczecin entnommenen Material. Im Fall der Zucht von den zum
Stenotrophomonas sp. gehorenden Bakterien betrug die Halbwertszeit von Simazin 48,4 Stunden
(bei 28°C) und das maximale Tempo des Bioabbaus von Simazin 7 mg-dm™-h™.

Die Schliisselrolle beim Bioabbau von Simazin spielte die Temperatur, einen kleineren
Einfluss auf das Tempo des Verschwindens von Simazin hatte dagegen seine Dosis. Das Tempo
des Bioabbaus von Simazin (gemessen mit der Halbwertszeit von Simazin DTsg in der Zucht)
beschleunigte durchschnittlich um einige Tage nach der Erh6hung der Temperatur um 10°C.
Die Erhéhung der Simazindosis um 50 oder sogar um 100 mg-dm™ verlangsamte das Tempo
des Prozesses lediglich um einige bis ein Dutzend Stunden und dies nicht in jedem Fall.
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