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WPŁYW BAKTERII RYZOSFEROWYCH  
NA ZMIAN Ę LICZEBNO ŚCI DROBNOUSTROJÓW 
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MIESZANIN Ą WIELOPIER ŚCIENIOWYCH 
WĘGLOWODORÓW AROMATYCZNYCH  
Z OLEJEM NAP ĘDOWYM 

W pracy przedstawiono badania wpływu ochronnego szczepów Azospirillum spp.  
i Pseudomonas stutzeri na liczebność mikrobiologiczną w rędzinie wapiennej 
świeŜo skaŜonej mieszaniną WWA i ON. Po zastosowaniu szczepienia roślin 
stwierdzono statystycznie istotny wzrost liczby drobnoustrojów glebowych (ogól-
nej liczby bakterii, promieniowców, bakterii amonifikacyjnych, proteolitycznych, 
celulolitycznych, rozkładających fosforany oraz kopiotrofów i oligotrofów) oraz 
statystycznie znaczny spadek ogólnej liczby grzybów. Stwierdzono ponadto sty-
mulujący wpływ oleju napędowego w dawkach 0,1 i 1% na wzrost liczby wymie-
nionych drobnoustrojów. 

 

1. Wprowadzenie 

 Procesy bioremediacji gleb skaŜonych wielopierścieniowymi węglowodo-
rami aromatycznymi (WWA) oraz olejem napędowym (ON) prowadzone są 
przez stymulację wzrostu mikroorganizmów autochtonicznych, naturalnie obec-
nych w skaŜonym środowisku, bądź teŜ przez wprowadzenie do gleby wyselek-
cjonowanych mikroorganizmów zdolnych do degradacji WWA [1, 2, 7, 13]. 
Poprawnie przeprowadzony proces bioaugmentacji wymaga wprowadzenia do 
gleby mikroorganizmów zdolnych do przetrwania i zaadaptowania się do wa-
runków skaŜenia oraz wykorzystujących związki organiczne jako jedyne źródło 
węgla i energii [3, 5, 17]. SkaŜenie gleb trwałymi zanieczyszczeniami organicz-
nymi (w tym WWA) powoduje drastyczne zmniejszenie liczby autochtonicz-
nych drobnoustrojów glebowych oraz zakłócenie procesów fizjologicznych na-
turalnie zachodzących w glebie [7, 8, 10, 14, 15]. 
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 Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri to bakterie diazotroficzne wiąŜące 
wolny azot, wykorzystujące WWA jako jedyne źródło węgla i energii oraz 
produkujące biosurfaktanty [7, 11, 12]. Bakterie z rodzaju Pseudomonas są po-
wszechnie znane w literaturze jako mikroorganizmy efektywnie rozkładające 
zanieczyszczenia organiczne w procesie kometabolizmu w naturalnym środowi-
sku zarówno wodnym, jak i glebowym [12, 18, 19, 21]. W dostępnej literaturze 
brakuje danych dotyczących udziału bakterii z rodzaju Azospirillum spp. w pro-
cesach bioremediacji. Wolno Ŝyjące bakterie wiąŜące azot, tj. Azospirillum spp.  
i Pseudomonas stutzeri, zdolne są do tworzenia trwałych asocjacji z korzeniami 
większości wykorzystywanych w produkcji roślinnej zbóŜ i traw [11, 12]. Ryzo-
degradacja jest biologicznym procesem usuwania zanieczyszczeń organicznych 
z gleby przy udziale mikroorganizmów zdolnych do ich rozkładu w strefie ko-
rzeniowej roślin [1, 4, 24]. Wydzieliny korzeniowe roślin, tj. cukry, alkohole, 
kwasy organiczne, stają się źródłem węgla dla mikroorganizmów glebowych, 
przez co zwiększają ich aktywność, wzrost i efektywność biodegradacji [1, 2, 
24]. 
 Celem podjętych badań było określenie wpływu szczepienia kostrzewy 
łąkowej Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri na zmianę liczebności mikro-
biologicznej w rędzinie wapiennej świeŜo skaŜonej antracenem, fenantrenem, 
pirenem, olejem napędowym oraz mieszaniną WWA i ON. 

2. Materiały i metody badań 

Materiał glebowy. Glebę (rędzinę wapienną), uŜytkowaną rolniczo i oddaloną 
od źródeł emisji zanieczyszczeń, pobrano z poziomu orno-próchniczego (0-30 
cm) w Mięćmierzu koło Kazimierza Dolnego. Chemiczne właściwości gleby 
przedstawiono w tab. 1. 
Zanieczyszczenie. Do badań uŜyto antracenu, fenantrenu i pirenu w dawkach: 
100, 500 oraz 1000 mg · kg–1s.m. gleby oraz oleju napędowego (Multi Motor Oil 
Jasol 12 SG/CE 5W/4 pochodzący z Rafinerii Jasło S.A.) w dawkach: 0,1%, 
0,5%, 1% w/w (procent wagowo-wagowy) s.m. gleby. Węglowodory oraz olej 
napędowy dodawano do gleby pojedynczo w poszczególnych dawkach oraz jako 
mieszaninę 3 WWA i ON o następującym składzie: 

• mieszanina 1. – Σ 3WWA antracen, fenantren, piren (100 mg · kg–1 kaŜ-
dy) i olej napędowy w stęŜeniu 0,1%, 

• mieszanina 2. – Σ 3WWA antracen, fenantren, piren (500 mg · kg–1 kaŜ-
dy) i olej napędowy w stęŜeniu 0,5%, 

• mieszanina 3. – Σ 3WWA antracen, fenantren, piren (1000 mg · kg–1 kaŜ-
dy) i olej napędowy w stęŜeniu 1%. 

Szczepy bakteryjne. Szczepy bakterii Azospirillum spp. (12/6, 15/7, 77Bb1)  
i Pseudomonas stutzeri (53, 57, 40T4) pochodziły z kolekcji Zakładu Mikrobiolo-
gii Rolniczej IUNG-PIB w Puławach. Bakterie te wyizolowano z endoryzosfery 
owsa (Hordeum sativum), kukurydzy (Zea mays L.) oraz trawy (Elymus arena-
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rius). Metody izolacji, przeszczepiania oraz przechowywania szczepów oraz 
opis ich podstawowych właściwości zostały przedstawione przez Król [11, 12]. 
Rośliny . Do doświadczeń wybrano roślinę z klasy jednoliściennych – kostrzewę 
łąkową (Festuca pratensis L.). 

Tabela 1. Chemiczne właściwości gleby 

Procentowy skład granulometryczny [mm] Rędzina wapienna 

1,0-0,1 59 

0,1-0,02 23 

< 0,02 26 

Corg [%] 2,2 

N [%] 0,127 

pHH2O 6,81 

pHKCl 6,52 

P2O5 [mg · 100 g–1 gleby] 8,7 

K2O [mg · 100 g–1 gleby] 16,5 

Mg [mg · 100 g–1 gleby] 4,8 

N-NH4 [mg N · kg–1 św. m. gleby] 0,96 

N-NO3 [mg N · kg–1 św. m. gleby] 28,6 

Objaśnienia: 
% skład granulometryczny [mm] – metoda Casagrande w modyfikacji Pró-
szyńskiego, PN-R-04032:1998 
Węgiel ogólny – metoda Tiurina, PB 20.1;1999 
Azot ogólny – według normy PB 16.3 Wyd. I – 14.10.2002 
pH H2O; pH KCl – PN-ISO 10390:1997 
P2O5, 12- K2O – metoda Egnera-Riehma, PN-R-04023:1996 
N-NH4 and N-NH3 – PB 8.1 Wyd. III – 08.09.2004, PB 8.1 

 
Oznaczenia mikrobiologiczne. Wpływ zastosowanego szczepienia roślin na 
liczebność mikrobiologiczną w rędzinie wapiennej świeŜo skaŜonej WWA  
i olejem napędowym oraz mieszaniną WWA i ON wykonano, przyjmując ni-
niejsze oznaczenia: 

– ogólna liczba bakterii i promieniowców [23], 
– ogólna liczba grzybów [16], 
– ogólna liczba bakterii amonifikacyjnych, proteolitycznych, rozkładają-

cych fosforany [20], 
– ogólna liczba bakterii celulolitycznych [22], 
– ogólna liczba bakterii kopiotroficznych oraz oligotroficznych [9]. 

Szczepienie roślin . Doświadczenia doniczkowe prowadzono w kontrolowanych 
warunkach w fitotronie. Rośliny (kostrzewa łąkowa 50 sztuk/doniczkę) szcze-
piono 48 h zawiesiną bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri w ilości 
1 ml (gęstość 106 j.t.k. · g–1) na 500 g gleby. Szczepy stosowano łącznie w mie-
szaninie. Po upływie 10 dni rośliny ponownie doszczepiano tą samą ilością za-
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wiesiny. Wzrost roślin utrzymywany był w kontrolowanych warunkach tempera-
tury (w dzień – 16 h, 24ºC, w nocy – 8 h, 18ºC) oraz wilgotności 60% przez 
okres 30 dni. Gleby codziennie uwilgotniano do poziomu 60% ppw, utrzymując 
stałą wilgotność przez cały okres doświadczenia. Jeden tylko raz w ciągu okresu 
wegetacji rośliny nawoŜono: NH4NO3 – 0,305 g, NH4H2PO4 – 0,093 g, KCl – 
0,245 g na 500 g gleby. Doświadczenia prowadzono w układzie zrandomizowa-
nym. KaŜdą kombinację doświadczenia powtarzano 3-krotnie. Po zakończeniu 
doświadczeń wykonano podstawowe oznaczenia chemiczne i mikrobiologiczne 
gleby. 
Statystyka. Do oceny statystycznej wyników wykorzystano pakiet programu 
STATISTICA.PL (7) (Stat. Soft. Inc., 95% poziom istotności). 

3. Wyniki badań i dyskusja 

 Wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne obecne w skaŜonych gle-
bach stanowią potencjalne zagroŜenie dla środowiska, zarówno cytotoksyczne, 
mutagenne, jak i kancerogenne [1, 2, 7, 13]. Znanych jest wiele mikroorgani-
zmów zdolnych do wykorzystywania WWA jako jedynego źródła węgla i ener-
gii. Efektywność mikrobiologicznej degradacji węglowodorów zaleŜy m.in. od 
właściwości fizykochemicznych zanieczyszczenia oraz fizycznych i biologicz-
nych właściwości skaŜonego środowiska [2, 10, 14, 15]. 
 Wpływ zastosowanego szczepienia kostrzewy łąkowej Azospirillum spp.  
i Pseudomonas stutzeri na zmianę właściwości mikrobiologicznych rędziny 
wapiennej świeŜo skaŜonej WWA i olejem napędowym oraz mieszaniną WWA 
z ON przedstawiono na rys. 1-3. 
 W strefie korzeniowej roślin obserwuje się zwiększone tempo procesu bio-
remediacji organicznych zanieczyszczeń w porównaniu z glebą nieryzosferową 
[1, 4, 5, 6, 7, 10, 18, 24]. WiąŜe się to przede wszystkim z aktywnością metabo-
liczną mikroflory licznie zasiedlającą ryzosferę. Okazuje się, Ŝe istotne znacze-
nie mają teŜ mikroorganizmy bezpośrednio związane z rośliną, Ŝyjące wewnątrz 
tkanek korzenia, łodygi i liści. Do tej grupy mikroorganizmów naleŜą właśnie 
szczepy Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri [7, 11, 12]. Ryzobakterie  
z rodzaju Azospirillum spp., wiąŜące wolny azot, zalicza się do fakultatywnych 
endofitów zdolnych do kolonizacji zarówno zewnętrznej powierzchni korzenia, 
jak i wewnętrznej przestrzeni międzykomórkowej, korzystnie oddziaływujących 
na wzrost i rozwój roślin [11]. 
 Zmiany ogólnej liczby bakterii, promieniowców i grzybów w warunkach 
skaŜenia rędziny wapiennej WWA, ON oraz mieszaniną WWA i ON w przy- 
padku wzrostu kostrzewy łąkowej szczepionej Azospirillum spp. i Pseudomonas 
stutzeri przedstawiono na rys. 1. Najmniejszą liczbę bakterii, promieniowców  
i grzybów stwierdzono po silnym skaŜeniu gleby mieszaniną WWA z ON.  
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono blisko 300-500-krotny wzrost 
ogólnej liczby bakterii w rędzinie wapiennej w kombinacjach szczepionych 
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* wartości statystycznie istotne (α ≤  0,05) 
mix 1 – suma 3WWA (w stęŜeniu 100 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,1%) 
mix 2 – suma 3WWA (w stęŜeniu 500 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,5%) 
mix 3 – suma 3WWA (w stęŜeniu 1000 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 1%) 

Rys. 1. Ogólna liczba bakterii, promieniowców i grzybów w rędzinie wapiennej skaŜonej 
WWA, ON oraz mieszaniną WWA i ON 

roślin. Statystycznie istotny wzrost (α ≤ 0,05) ogólnej liczby bakterii i pro- 
mieniowców stwierdzono w przypadku wszystkich zastosowanych dawek 

Ogólna liczba bakterii 

Ogólna liczba promieniowców 

Ogólna liczba grzybów 

ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAPĘDOWY MIESZANINA 

ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAPĘDOWY MIESZANINA 

ANTRACEN FENANTREN PIREN OLEJ NAPĘDOWY MIESZANINA 
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skaŜenia gleby przy wzroście kostrzewy łąkowej szczepionej Azospirillum spp.  
i Pseudomonas stutzeri. SkaŜenie gleby 0,1 i 1% olejem napędowym stymulo- 
wało wzrost liczby bakterii i promieniowców (powyŜej 100% względem kon- 
troli), zarówno przy braku, jak i w obecności zastosowanego szczepienia roślin. 
Statystycznie znaczący (α ≤ 0,05) spadek liczby grzybów stwierdzono we 
wszystkich kombinacjach skaŜenia rędziny wapiennej po szczepieniu kostrzewy 
łąkowej bakteriami ryzosferowymi. Wprowadzona do ryzosfery roślin zawiesina 
bakterii Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri spowodowała zmniejszenie 
ogólnej liczby grzybów nawet o ok. 65% w przypadku szczepienia kostrzewy 
łąkowej w glebie skaŜonej pirenem w dawce 1000 mg · kg–1 oraz o ok. 55% przy 
skaŜeniu fenantrenem w tej samej dawce (rys. 1.). 
 Pomiędzy stopniem rozwoju bakterii i promieniowców a stopniem rozwoju 
grzybów zachodzą określone proporcje – intensywnemu namnaŜaniu się bakterii 
i promieniowców odpowiada słabszy rozwój grzybów i odwrotnie. ZaleŜność tę 
(SR) moŜna wyrazić liczbowo poprzez stosunek liczby bakterii (B) i promie-
niowców (P) do liczby grzybów (G) [7]: 

SR = (B + P)/G. 

 Większe wartości tego wskaźnika będą informować o stosunkowo słabszym 
rozwoju grzybów, natomiast mniejsze o silniejszym ich rozwoju w glebie. 
 Na rysunku 2. przedstawiono zlogarytmowane wartości indeksu (B + P)/G  
w rędzinie wapiennej skaŜonej WWA, olejem napędowym oraz mieszaniną 
WWA z olejem napędowym. Najkorzystniejszy stosunek bakterii i promieniow-
ców do grzybów (z punktu widzenia aktywności biologicznej gleby) występo- 
wał w warunkach szczepienia kostrzewy łąkowej po zastosowaniu średnich (500 
mg · kg–1) oraz najwyŜszych (1000 mg · kg–1) dawek skaŜenia. 
 O adaptacji wprowadzonych szczepów Azospirillum spp. i Pseudomonas 
stutzeri do środowiska glebowego skaŜonego WWA i olejem napędowym 
świadczą takŜe analizy ogólnych liczb innych grup mikroorganizmów glebo- 
wych, tj.: ogólnej liczby bakterii amonifikacyjnych, ogólnej liczby bakterii 
proteolitycznych, ogólnej liczby kopiotrofów, oligotrofów, bakterii celulolitycz- 
nych oraz drobnoustrojów zdolnych do rozkładu fosforanów (rys. 3.). Wzrost 
liczby wymienionych drobnoustrojów w przypadku zastosowanego szczepienia 
kostrzewy łąkowej świadczy o dobrej adaptacji wprowadzonych szczepów do 
zaistniałych warunków skaŜenia gleby oraz o niezakłócaniu przez wprowadzo- 
ne szczepy wzrostu badanych grup mikroorganizmów naturalnie bytujących  
w glebach. 
 Bakterie amonifikacyjne stanowią grupę mikroorganizmów heterotroficz-
nych, mających zdolność rozkładu organicznych związków azotu, aminokwasów 
z wytworzeniem amoniaku (dezaminacja), którego obecność świadczy o zacho-
dzeniu mineralizacji organicznych połączeń azotowych [20]. Statystycznie istot-
ny wzrost liczby bakterii amonifikacyjnych stwierdzono w przypadku średnich 
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(1000 mg · kg–1, 500 mg · kg–1) i najwyŜszych (1000 mg · kg–1) dawek WWA  
po zastosowanym szczepieniu kostrzewy łąkowej bakteriami ryzosferowymi 
(rys. 3a). 
 

0

1

2

3

4

5

6

w
ar

to
ść

 in
de

ks
u 

(B
 +

 P
)/G

lo
g 

jtk
/g

 s
.m

.g
le

by

ANTRACEN                  FENANTREN              PI REN              OLEJ NAPĘDOWY      MIESZANINA

kostrzewa łąkowa nieszczepiona kostrzewa łąkowa szczepiona

kontrola         100   500  1000          100  500  1000           100  500   1000         0,1% 0,5%  1%        mix1   mix2   mix3
WWA  [mg · kg-1 s.m.gleby]

 
 

* wartości statystycznie istotne (α ≤  0,05) 
mix 1 – suma 3WWA (w stęŜeniu 100 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,1%) 
mix 2 – suma 3WWA (w stęŜeniu 500 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,5%) 
mix 3 – suma 3WWA (w stęŜeniu 1000 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 1%) 

Rys. 2. Wartość indeksu (B + P)/G w rędzinie wapiennej skaŜonej WWA, olejem 
napędowym oraz mieszaniną WWA i ON po wzroście kostrzewy łąkowej 

 Z kolei ogólna liczba bakterii proteolitycznych zaleŜy w duŜym stopniu od 
warunków siedliskowych, np. temperatury i pH. Ich obecność w glebie jest 
wskaźnikiem stopnia zanieczyszczenia środowiska związkami organicznymi 
podatnymi na biodegradację [20]. DuŜą liczbę bakterii proteolitycznych stwier-
dzono w kombinacjach średnich (500 mg · kg–1) i najwyŜszych (1000 mg · kg–1) 
dawek WWA oraz we wszystkich dawkach oleju napędowego po zastosowanym 
szczepieniu Festuca pratensis bakteriami Azospirillum spp. i Pseudomonas  
stutzeri. DuŜa ogólna liczba tych bakterii świadczy o dobrym dostępie łatwo 
przyswajalnych źródeł węgla, jakimi mogą być węglowodory aromatyczne i ich 
produkty rozkładu (rys. 3b). 
 W warunkach skaŜenia gleby WWA i olejem napędowym oraz mieszaniną 
WWA i ON wykazano takŜe duŜą liczbę bakterii kopiotroficznych (rys. 3c) oraz 
oligotroficznych (rys. 3d). Największą liczbę tych bakterii stwierdzono przede 
wszystkim przy skaŜeniu fenantrenem (1000 mg · kg–1) i olejem napędowym  
w dawce 1%. NajniŜszą liczbę zarówno kopiotrofów, jak i oligotrofów stwier-
dzono we wszystkich dawkach mieszaniny WWA z olejem napędowym. 
 W przypadku liczby bakterii celulolitycznych statystycznie znaczny ich 
wzrost (powyŜej 100% w stosunku do kontroli) stwierdzono jedynie w kombi-
nacjach średnich (0,5%) i najwyŜszych (1%) dawek oleju napędowego po zasto-
sowanym szczepieniu kostrzewy łąkowej bakteriami (ryc. 3e). Statystycznie 
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istotny wzrost tych bakterii (ale poniŜej 100% kontroli) stwierdzono przy śred-
nich i największych dawkach skaŜenia rędziny wapiennej pirenem i mieszaniną 
WWA z olejem napędowym po szczepieniu roślin. 
 Na rysunku 3f przedstawiono ogólną liczbę drobnoustrojów zdolnych do 
rozkładu fosforanów w rędzinie wapiennej skaŜonej WWA i olejem napędowym 
po wzroście kostrzewy łąkowej. NajwyŜszą liczbę drobnoustrojów (powyŜej 
100% w stosunku do kontroli, statystycznie udowodnione) stwierdzono w przy-
padku szczepienia roślin przy średnich (500 mg · kg–1) i największych (1000 
mg · kg–1) dawkach antracenu, fenantrenu oraz oleju napędowego (0,5 i 1%) 
(rys. 3f). W przypadku braku szczepienia roślin we wszystkich kombinacjach 
skaŜenia stwierdzono znacznie mniejszą liczbę tych drobnoustrojów (poniŜej 
100% względem kontroli). 
 W glebie wybranej do badań nie stwierdzono obecności szczepów Azospi-
rillum spp. i Pseudomonas stutzeri. Szczepy te jednak po wprowadzeniu do ry-
zosfery roślin szybko adaptowały się do warunków skaŜenia. Jednak po zakoń-
czeniu doświadczenia i usunięciu roślin szczepy te szybko wyginęły w glebie. 
Analiza mikroskopowa potwierdziła obecność zaledwie kilku komórek bakteryj-
nych w polu widzenia mikroskopu. Bakterie Azospirillum spp. i Pseudomonas 
stutzeri jako typowe endofity Ŝyją jedynie w bliskim połączeniu ze strefą korze-
niową roślin [11, 12]. 
 W procesie bioremediacji bardzo waŜny jest odpowiedni dobór roślin. Nie 
wszystkie bowiem rośliny tolerują tak wysokie stęŜenie węglowodorów w gle-
bie. Z badań Listego i Prutza [13] wynika, Ŝe u ponad połowy z pośród 13 roślin 
(traw, ziół, roślin krzyŜowych i strączkowych) rosnących na glebie skaŜonej 
substancjami ropopochodnymi i WWA stwierdzono spowolnienie ich kiełkowa-
nia oraz mniejszy plon. U roślin zaszczepionych bakteriami ryzosferowymi tzw. 
ARDB (z ang. Aromatic Ring Dioxygenase–Expressing Bacteria) stwierdzono 
zwiększoną aktywność i liczbę drobnoustrojów w strefie korzeniowej roślin oraz 
znaczny spadek ok. 60% dibenzo(ah)antracenu. Wśród bakterii z grupy ARDB 
stwierdzono m.in. następujące rodzaje: Pseudomonas, Cellulomonas, Comano-
monas, Stenotrophomonas. Z kolei Chen i inni [4] udowodnili spadek zawartości 
pirenu w glebach skaŜonych tym związkiem w procesie fitoremediacji z wyko-
rzystaniem trawy Festuca arudinaces. W badaniach własnych stwierdzono duŜą 
liczbę drobnoustrojów glebowych w rędzinie wapiennej skaŜonej WWA i ON 
po wzroście trawy Festuca pratensis szczepionej Azospirillum spp. i Pseudomo-
nas stutzeri (kostrzewa łąkowa wykazująca stosunkowo małą wraŜliwość na 
skaŜenie gleby). 
 Metody biologiczne polegają na stworzeniu optymalnych warunków dla 
rozwoju mikroorganizmów glebowych zdolnych do rozkładu związków ropopo-
chodnych. Prowadzi to do przyspieszenia procesów, które naturalnie zachodzą  
w środowisku [1, 2, 10, 24]. Bioremediacja wymaga zwiększenia liczebności  
i aktywności degradacyjnej endogennej mikroflory, a w razie potrzeby wprowa-
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dzenia w postaci szczepionki mikroorganizmów intensywnie degradujących 
zanieczyszczenia [1, 7, 10, 24]. 
a)  b) 
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* wartości statystycznie istotne (α ≤  0,05) 
mix 1 – suma 3WWA (w stęŜeniu 100 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,1%) 
mix 2 – suma 3WWA (w stęŜeniu 500 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 0,5%) 
mix 3 – suma 3WWA (w stęŜeniu 1000 mg · kg–1 kaŜdy) i oleju napędowego (w stęŜeniu 1%) 

Rys. 3. Ogólna liczba bakterii: a) amonifikacyjnych, b) proteolitycznych, c) kopiotroficznych,  
d) oligotroficznych, e) celulolitycznych, f) rozkładających fosforany w rędzinie wapiennej 
skaŜonej WWA, ON oraz mieszaniną WWA i ON po szczepieniu kostrzewy łąkowej Azospirillum 
spp. i Pseudomonas stutzeri 

 Najlepsze wyniki dają szczepionki złoŜone z mieszaniny kultur drobno-
ustrojów [7, 18, 19, 24]. Znane są takŜe prace, w których nie stwierdzono zaleŜ-
ności pomiędzy ogólną liczbą bakterii i promieniowców a zawartością węglo-
wodorów [7, 24]. Jednak, jak potwierdzają inni autorzy [18, 19, 24], ogólna 
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liczba bakterii jest odpowiednim parametrem do opisu biologicznych właściwo-
ści gleby, które mają znaczenie dla procesów degradacji WWA, szczególnie  
w procesach bioaugmentacji. 
 W laboratorium zwykle uzyskuje się szczepionkę o bardzo wysokiej aktyw-
ności degradacyjnej w stosunku do skaŜenia. JednakŜe po jej wprowadzeniu do 
środowiska naturalnego najczęściej uzyskuje się znacznie słabsze zdolności 
biodegradacyjne. Warunki naturalne, takie jak: pH, wilgotność, potencjał redoks, 
zawartość substancji mineralnych, znacząco zmieniają jej aktywność [7, 14, 15], 
przy czym nie naleŜy takŜe zapominać teŜ o czynnikach biologicznych, takich 
jak: drapieŜnictwo, konkurencja z endogenną mikroflorą, zanieczyszczenie sta-
nowiące źródło węgla czy inne związki odŜywcze, antybioza, represja katabo-
liczna itp. Na efekt bioaugmentacji wpływa takŜe sam sposób wprowadzania  
i rozmieszczania mikroorganizmów oraz przemieszczania ich w glebie [1]. 
 Uzyskane w niniejszej pracy wyniki potwierdzają stymulujący wpływ oleju 
napędowego w dawce 0,1 i 1% na wzrost liczby bakterii i promieniowców  
(rys. 1-3). 
 Wzbogacenie gleby w dodatkowe źródło węgla, jakim jest dodatek oleju 
napędowego moŜe oddziaływać dwukierunkowo na rozkład WWA w środowi-
sku glebowym [1]. Z jednej strony dodatkowe ilości łatwo przyswajalnego wę-
gla i energii stwarzają lepsze warunki dla rozwoju mikroflory glebowej, powo-
dując zwiększenie tempa biodegradacji WWA. Z drugiej zaś strony znaczna 
ilość oleju napędowego zmniejsza ich biodostępność. Korzystny wpływ oleju 
napędowego na zwiększenie ogólnej liczby drobnoustrojów zdolnych do de- 
gradacji WWA stwierdzono takŜe w pracy Balda i innych [3] oraz Gogoi i in-
nych [8]. 
 Uzyskane wyniki badań potwierdzają ochronny wpływ szczepienia ko-
strzewy łąkowej Azospirillum spp. i Pseudomonas stutzeri na zmianę liczby 
drobnoustrojów w glebie skaŜonej WWA i ON. Przedstawiony temat badań 
wymaga jednak dalszych prac, które będą prowadzić do przygotowania aktyw-
nej szczepionki o silnych właściwościach degradacyjnych związków ropopo-
chodnych w zanieczyszczonych glebach. 

4. Wnioski 

1. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost liczby bakterii i promieniow- 
 ców oraz znaczny spadek liczby grzybów zasiedlających świeŜo skaŜo- 
 ną glebę po szczepieniu kostrzewy łąkowej Azospirillum spp. i Pseudomonas  
 stutzeri. 
2. Wzrost liczebności mikrobiologicznych po zastosowaniu szczepienia roślin  

wskazuje na duŜą Ŝywotność wprowadzonych szczepów bakteryjnych i po-
twierdza ich zdolność adaptacyjną do warunków skaŜenia. 
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3. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost liczby badanych grup mikroorgani-
zmów zarówno przy braku, jak i w obecności zastosowanego szczepienia  
roślin. 

4. Stwierdzono stymulujący wpływ 0,1 i 1% ON na wzrost liczby badanych 
grup mikroorganizmów zarówno w przypadku braku, jak i w obecności za-
stosowanego szczepienia roślin. 
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EFFECT OF RHIZOSPHERE BACTERIA ON NUMBER  
OF MICROORGANISMS IN RENDZINA FRESHLY POLLUTED  
WITH MIXTURE OF POLYCYCLIC AROMATIC  
HYDROCARBONS (PAH’S) AND DIESEL FUEL (DF) 

A b s t r a c t  

 Rhizodegradation is the breakdown of organic contaminants in soil by soil dwelling microbes 
which is enhanced by the rhizospheres presence. The soil used in the experiment was collected 
from 0-30 cm layer in the uncontaminated area of agricultural use (Mięćmierz, Kazimierz Dolny, 
Poland). Pot experiment was conducted to evaluate the number of microorganisms in rendzina 
freshly contaminated with PAH’s, diesel fuel and mixtures of PAH’s and diesel fuel using 
inoculation of meadow feascue with rhizospheric bacteria Azospirillum spp. and Pseudomonas 
stutzeri. The strains of Azospirillum spp. and Pseudomonas stutzeri were able to nitrogen fix and 
degrade PAH’s as the only source of carbon and energy. Experiment was carried out as a chamber 
pot study. Plants had been cultivated for 30 days and then harvested. The total number of various 
bacteria (ammonifiying, proteolitic, able to degrade phosphorus, copiotrophic, oligotrophic), 
actinomycetes and fungi in soil before and after vegetation period of investigated soil were the 
basis for the determination of the effectiveness of the inoculation of plants with Azospirillum spp. 
and Pseudomonas stutzeri. This research has confirmed higher total number of microorganisms 
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after inoculation of plants with all doses of PAH’s: total number of bacteria, actinomycetes and 
lower number of fungi. Statistically important decrease of total number of different bacteria and 
actinomycetes and statistically important increase on total number of fungi in rendzina after grown  
of meadow feascue inoculated with Azospirillum spp. and Pseudomonas stutzeri were observed 
together with increase of pollution doses. Number of different bacteria and actinomycetes were 
statistically higher in soils polluted with diesel fuel at the doses 0,1 and 1%. 
 The differences in concentration between the inoculated or non-inoculated soils indicate that 
the presence of plant roots, in addition to the period of time, contributes to grown and adaptation 
of Azospirillum spp. and Pseudomonas stutzeri to a soil freshly polluted with PAH’s and diesel 
fuel.  

Wpłynęło do Oficyny Wydawniczej w marcu 2009 r. 
 
 
 
 


