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1.Wstep

stad koniecznos¢ ich magcizynowania i dystrybucji, stwarza powazne za-

grozenie w srodowisku naturalnym. Coraz czestsze skazenia gleby i wéd
powierzchniowych ropg i jej pochodnymi, zmuszajg do szukania rozwiazan
majacych na celu odwrécenie drastycznych i dtugotrwatych zmian w ekosy-
stemach.

Badania ostatnich lat wniosty wiele nowych informacji o wptywie ropo-
pochodnych na glebe jako $rodowisko bytowania mikroorganizmow. Czesto
jednak eksperymenty majace okresli¢ oddziatywanie ropy naftowej, badz jej
pochodnych na mikroorganizmy, przeprowadzane sg in vitro, w warunkach
laboratoryjnych, czesto z zastosowaniem czystych kultur. Istnieje niewiele
pozycji literaturowych na temat oddziatywania ropopochodnych bezposrednio
na $rodowisko naturalne, w tym réwniez glebowe. Niektérzy autorzy zwracajg
uwage ha to, ze w badaniach ekotoksykologicznych powinna obowigzywac
zasada realizmu $rodowiskowego. Oznacza to, ze badania wpltywu danego
ksenobiotyku na srodowisko nalezy przeprowadza¢ bezposrednio w nim, tra-
ktujac je jako cato$¢ i nie rozdziela¢ jego czesci biotycznej od abiotycznej.
Dodatkowym problemem jest okreslenie czasu w jakim bada sie wptyw kse-
nobiotykéw na Srodowisko. Istotne, jak sie wydaje, jest to zeby badania
obejmowaty okres co najmniej kilku badz kilkunastu miesiecy, poniewaz
szybkos¢ procesu biodegradacji jest wypadkowa oddziatywania ropopochod-
nych na zyjace w glebie drobnoustroje, jej struktury oraz rodzaju rozktada-
nego substratu. Zwiagzki chemiczne wchodzace w skiad substratow rozkia-

Rosnace zapotrzebowanie na produkty przemystu naftowego i wynikajgca
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dane sa w okre$lonej kolejnosci, czemu z reguly towarzyszy charakterysty-
czna sukcesja mikroorganizmow (1).

W celu okreslenia stopnia zagrozenia, wskazana jest identyfikacja zwiaz-
kéw chemicznych (13). W przypadku ztozonych mieszanin, jakimi sg produ-
kty naftowe, identyfikacja obejmuje co najmniej podstawowe skiadniki gru-
powe bedace w tych produktach (m.in. wegtowodoiy alifatyczne, parafinowe
i olefinowe, naftenowe i aromatyczne). Produkty ropopochodne zanieczysz-
czajace srodowisko glebowe rozpraszajg sie w nim w postaci substancji pty-
wajacych na powierzchni roztworu gtebowego, weglowodoréw rozpuszczonych
w wodzie, resztkowych zanieczyszczen zaabsorbowanych na czastkach gleby
oraz gazow.

Fleischer (8) wytypowat liste trzynastu specyficznych sktadnikéw produ-
ktéw ropopochodnych, ktére cechuje tendencja do rozprzestrzeniania sie
w Ssrodowisku glebowym, a takze potencjalna toksycznos¢ — (tab. 1).

Tabela 1

Wyroéznione sk#adniki produktéw ropopocliodnycu

Benzyna i oleje napedowe Paliwa ciezkie
benzen benzo(a)antracen
etylobenzen benzo(a)piren
n-heptan naftalen
n-pentan fenantren
n-heksan
I-pentan
0-ksylen
toluen
fenol

Decydujgcym etapem przemian biochemicznych, towarzyszacym rozkia-
dowi weglowodoréw wchodzacych w skiad produktéow ropopochodnych, jest
utlenianie alkanéw oraz rozrywanie pierscieni aromatycznych. Procesy te sg
katalizowane przez specyficzne enzymy. Tylko niektére mikroorganizmy sg
wyposazone w tego typu systemy enzymatyczne i wykazujg zdolnos¢ rozktadu
weglowodorow (11).

W pracy tej podjeto probe zbadania wptywu olejéw — lekkiego i ciezkie-
go, na aktywnos¢ biologiczng gleby i proces humifikacji. Wptyw ten okreslono
za pomocg aktywnosci wybranych enzyméw: proteaz, amylaz, dehydrogenaz
i celulazy Cx. Oddziatywanie olejow na te enzymy wyrazono w postaci
wskaznika EC50 (14). Ponadto glebe poddang dziataniu tych olejow prébo-
wano rekultywowac poprzez dodawanie do niej weglanu wapnia (powoduja-
cego desorpcje substancji odzywczych z koloidu glebowego i poprawiajgcego
jego strukture) oraz zaadaptowanych do rozkiadu tych olejow bakterii z ro-
dzaju Pseudomonas.
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2. Metodyka badan

Do badan uzyto gleby o malej zawartosei proehnicy pobranej z terendw
lesnyeh oddalonyeh od zrodet emisji wietopierseieniowyeh weglowodoréw aro-
matyeznych (z warstwy, ktéra nie przekraezata 30 em grubosei), o pH = 4,1.
Glebe podsuszono na powietrzu, a nastepnie przesiano przez sito o $rednicy
oczek 1 mm. Porcje gleby w ilosci 2000 g umieszczono w wiaderkach i do-
prowadzono do wilgotnosci wagowej 26% (utrzymywano jg na tym poziomie
przez caly okres eksperymentu). Po wymieszaniu odstawiono jg na 7 dni
w temperaturze pokojowej, w celu uaktywnienia mikroflory glebowej i usta-
lenia sie réwnowagi biologicznej. Po tym okresie wykonano analizy mikrobiolo-
giczne. Stwierdzono, ze glebe zasiedlaty bakterie, gr"by oraz promieniowce (17).

Kontrole stanowita gleba, do ktérej nie wprowadzono czynnikéw modyfi-
kujacych i oleju.

Zaadaptowana szczepionka bakteryjna, wprowadzona do gleby skazonej
olejami, zostata przygotowana w nastepujacy sposob:

1. Izotowano dominujace szczepy z gleby (0 wysokiej zawartosci substan-
cji olejowych) terenow rafinerii Czechowice-Dziedzice metodg pasazowania:

— 10 g us$rednionej gleby + 90 cm” soli fizjologicznej napowietrzano
i mieszano przez 72 h (w warunkach gtodowych w stosunku do mikroflory
przypadkowej):

— pobrano 10 cm” zawiesiny + 90 cm” pozywki mineralnej MM + 1%
oleju i inkubowano 72 h; nastepnie wykonano posiew 0,1 cm” z rozciencze-
nia 10 i inkubowano przez 48 h w temp. 27°C;

— wykonano posiew na podtoze YS z wyciggiem glebowym przygotowa-
nym z pobranej z Czechowic gleby (9):

— wyizolowano czyste kultury i wybrano 10 dominujacych grup z posiewu;

— wyizolowane szczepy przesiano na skosy agarowe.

2. Wybrano szczep najbardziej aktywny w stosunku do olejow: lekkiego
i ciezkiego. Zastosowano tu metode testowania. Na podtozu MM + 1% oleju
zaszczepiono jednakows ilo$¢ materiatu biologicznego i po 24 h hodowli spraw-
dzono nefelometrycznie procent transmisji (kontrole stanowita prébka bez
bakterii).

3. Oznaczono wyizolowany szczep metodg EPL-21 i stwierdzono, ze nalezy
do rodzaju Pseudomonas sp. Wyizolowany szczep namnazano na podiozu
MM + 1% oleju, odwirowano, zawieszono w soli fizjologicznej.

4. Wprowadzono do wytypowanych wiaderek w okreslonej ilosci objeto-
sciowej i o okreslonej gestosci optycznej.

Aktywnos¢ poszczegolnych enzyméw w glebie skazonej olejem lekkim lub
ciezkim przedstawiono jako odsetek aktywnosci tych enzyméw w stosunku
do gleby kontrolnej. Oddziatywanie olejéw na badane enzymy glebowe wy-
razono w formie tzw. wskaznika EC50, tj. dawki, przy ktérej aktywnos¢ ba-
danego enzymu zostata obnizona o 50% (14). Wyznaczono jg graficznie po-
przez wykreslenie zaleznosci pomiedzy aktywnoscia badanego enzymu a In.
dawki oleju. llos¢ powstatych kwaséw huminowych przedstawiono jako pro-
cent ilosci tych kwaséw w odniesieniu do masy proby kontrolne;j.

biotechnologia 1 (36) 97



82 Anna Matachowska-Jutsz i inni

Oznaczenie aktywnosci poszczegllnych enzyméw glebowych, tj. celulazy
Cx, amylaz, proteaz i dehydrogenaz wykonano wg (15). Oznaczenie ilosci
kwaséw huminowych wykonano na podstawie metody opracowanej przez
Chena i Schnitzera (16).

Procentowg zawarto$¢ kwaséw huminowych oznaczono wg wzoru:

X=H/G ' 100 [%]

H — ilo$¢ osadu uzyskanego po wysuszeniu do statej wagi w temp. 60°C,
G — ilos¢ gleby uzytej do oznaczenia,
X — procentowa zawartos¢ kwaséw huminowych w badanej glebie.

3. Omowienie wynikdow

Badajac wptyw stosowanych olejéw na enzymy stwierdzono, ze olej lekki
oddziatywat bardziej niekorzystnie na ich aktywnos$¢ niz ciezki. W przypadku
wszystkich badanych enzyméw w miare uptywu czasu stwierdzono spadek
ich aktywnosci.

Tabela 2

Kombinacje przeprowadzonych badarn modelowych

Olei Stezenie Prébki gleby
g w glebie (%) ' 9 3
lekki 5 olej olej + CaCos olej + CaCo3s + bakterie
napedowy 15 olej olej + CaCos olej + CaCos 4 bakterie
25 olej olej + CaCo3s olej + CaCos + bakterie
ciezki 5 olej olej + CaCos olej + CaCo3s + bakterie
przektad- 15 olej olej + CaCo3 olej + CaCos + bakterie
niowy
— Hipol 25 olej olej + CaCo3s olej + CaCos + bakterie

3.1. Aktywnos$¢ amylolityczna

W poczatkowym okresie eksperymentu (do trzeciego tygodnia) aktywnosé
amylaz byla wyraznie stymulowana (w poréwnaniu z glebg kontrolng), za-
rowno w glebie w ktorej znajdowat sie olej lekki, jak i ciezki (ryc. 1). Od
pigtego tygodnia badan, niezaleznie od dawki oraz rodzaju ksenobiotyku
aktywnos$¢ amylaz praktycznie sie nie zmienita i oscylowata w granicach 50%
aktywnosci proby kontrolnej (ryc. 1).
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-olej lekki - 5%
-olej lekki —15%
-olej lekki - 25%
-olej ciezki - 5%
-olej cigzki - 15%
-olej ciezki - 25%

Ryc. 1. Krzywe ekotoksykologiczne dla amylaz w glebie poddanej dziataniu olejow: lekkiego
i ciezkiego.

-olej lekki - 5%
-olej lekki - 15%
-olej lekki - 25%
-olej ciezki - 5%
-olej ciezki -15%
-olej cigzki - 25%
Ryc. 2. Krzywe ekotoksykologiczne dla celulazy Cx w glebie poddanej dziataniu olejow: lek-
kiego i ciezkiego.

3.2. Aktywnos$¢ celulazy Cx

Aktywnos$¢ celulazy Cx przez caly okres eksperymentu utrzymywata sie
mniej wiecej na statym poziomie, niezaleznie od dawki i rodzaju ksenobiotyku
i wahata sie w granicach 95-97,5% aktywnosci proby kontrotnej (ryc. 2).

3.3. Aktywno$¢ proteolityczna

Aktywnos¢ proteolityczna w glebie poddanej dziataniu oleju ciezkiego byta
wM\zsza anizeli w glebie z dodatkiem oleju lekkiego. W glebie z dodatkiem
oleju lekkiego w ilosciach 15% oraz 25% aktywnos$¢ proteolityczna utrzymy-
wata sie przez caty okres eksperymentu mniej Mdecej na tym samym poziomie
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-olej lekki - 5%
-olej lekki - 15%
-olej lekki -25%
-olej ciezki - 5%
-olej ciezki - 15%
-olej ciezki - 25%

Ryc. 3. Krzywe ekotoksylogiczne dla proteaz w glebie poddanej dziataniu olejow: lekkiego
i ciezkiego.

i wynosita dla dawki 15% — okoto 85%, a dla 25% — okoto 60% aktyw-
nosci préby kontrolnej. W glebie z dodatkiem 5% oleju lekkiego aktywno$¢
badanych enzyméw w miare uptywu czasu zmalata od wartosci 80% w pier-
wszym tygodniu eksperymentu do 20% w dwunastym tygodniu (ryc. 3).

Aktywnos¢ proteolityczna w glebie poddanej dziataniu oleju eiezkiego, nie-
zaleznie od dawki ksenobiotyku ksztattowata sie w nastepujaey sposob:
w pierwszym tygodniu eksperymentu wynosita okoto 100% aktywnos$ci préby
kontrolnej, w pigtym tygodniu badan 150%, w dziewigtym — 80% i do kon-
ca eksperymentu utrzymywata sie na tym poziomie (ryc. 3).

3.4. Aktywno$¢ dehydrogenazowa

W glebie poddanej dziataniu oleju lekkiego niezaleznie od jego dawki
aktywno$¢ dehydrogenaz w pierwszym tygodniu badan wynosita 105-110%b,
w pigtym tygodniu okoto 100% aktywnos$ei préby kontrolnej, w dwunastym
tygodniu aktywnos$¢ dehydrogenaz wahata sie od 80% dla stezenia 5%, 92%
dla 15% i 100% dla 25% oleju (ryc. 4).

W glebie poddanej dziataniu oleju eiezkiego sytuacja byla podobna, z tg
jednak rézniea, ze w glebie z dodatkiem 5% oleju aktywnos$¢ badanych en-
zymow spadta z poczatkowej wartosci 120% w pierwszym tygodniu do okoto
64% w dwunastym tygodniu (lyc. 4).

3.5. Zawartos¢ kwaséw huminowych

Podczas doswiadczenia oznaezono réwniez ilos¢ kwasdw huminowyeh na
poczatku i na koncu badan.

Na poczatku badan w glebie nie poddanej dziataniu ksenobiotyku (w kon-
troli) kwasy huminowe stanowity 19,5% calej jej masy. W glebie poddanej
dziataniu oleju lekkiego, oraz oleju lekkiego - cz3mniki modyfikujgce ilos¢



Akt3rwno$¢ enzymatyczna w glebie skazonej zwigzkami ropopochodnymi 85

-olej lekki - 5%
-olej lekki - 15%
-olej lekki - 25%
-olej cigzki - 5%
-olej ciezki - 15%
-olej ciezki - 25%

Ryc. 4. Krzywe ekotoksykologiczne dla dehydrogenaz w glebie poddanej dziataniu olejow:
lekkiego i ciezkiego.

kwaséw huminowych niewiele réznita sie od kontroli (tab. 3). Po dwunastu
tygodniach eksperymentu ilos¢ kwaséw huminowych w glebie kontrolnej
wzrosta o okoto 1% w pordwnaniu z poczagtkowg ich zawarto$cig. Oznaczona
zawarto$¢ kwasow huminowych w glebie skazonej 5, 15 oraz 25% olejem
lekkim byta nizsza niz ich ilos¢ w prébie kontrolnej (tab. 3). Dodatek mody-
fikatoréw spowodowatl wzrost oznaczanych kwaséw w poréwnaniu z glebg
bez ich dodatku (tab. 3).

Tabela 3
I10o$¢ kwaséw huminowych powstatych
w GLEBIE PODDANEJ DZIALANIU OLEJOW: LEKKIEGO ! CIEZKIEGO

Olej lekki Olej ciezki
stezenie oleju (%) 2 tydzien 12 tydzien 2 tydzien 12 tydzien

5 Ifi,5 21,0 11,0 22,0

5 + CsCOg 17,5 22,0 12,0 20,0

5 + CaCo3 - bakterie 18,0 28,5 11,0 25,0
15 50 15,0 7,5 12,5

15 9 CaCOg 5,0 17,0 9,9 10,5

15 -f CaCo3s + bakterie 135 16,5 11,0 12,7
25 5,0 12,0 5,0 9,0

25 p CaCo03 7,0 135 11,5 11,5

25 » CaCo3 - bakterie 9,5 16,0 16,0 13,7

Olej ciezki w stezeniu 5% w drugim tygodniu badafi (tab. 3) spowodowat
obnizenie ilosci kwasow huminowych o ok. 9% w poréwnaniu z prébg kon-
trolna. Nie zaobserwowano zasadniczego wptywu wprowadzonych czynnikéw
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modyfikujacych na ich zawarto$¢. W dwunastym tygodniu ilo$¢ kwasow zna-
cznie wzrosta (tab. 3).

4. Dyskusja wynikow

Wplyw ropopochodnych na srodowisko glebowe nie jest jeszcze doktadnie
poznany. Ropa naftowa oraz jej pochodne wprowadzone do ekosystemu wy-
wotujg szereg zjawisk, w wyniku oddziatywania na sktadniki biotyczne i abio-
tyczne.

Badajac wptyw otejow na enzymy wytwarzane przez mikroorganizmy de-
cydujace o aktywnosci metabolicznej gleb, stwierdzono, ze olej lekki oddzia-
tywat bardziej niekorzystnie na aktywno$¢ poszczeg6lnych enzymow niz olej
ciezki. Efekt ten jest zapewne wynikiem réznic w skladzie chemicznym i wia-
sciwosciach fizycznych tych olejéw. Oleje ciezkie majg wiekszg zawartos¢ pro-
centowg skladnikéw o wysokim ciezarze czasteczkowym niz lekkie (31). Te
ostatnie szybciej zatem ulegajg biodegradacji, jednak na skutek tego pojawiajg
sie toksyczne metabolity posrednie, ktére moga powodowac inhibicje samych
enzymow, lub $miertelnos¢ catej, badZ wybranej grupy mikroorganizmow, a co
za tym idzie mogg obniza¢ aktywnos$¢ enzymatyczng gleby (7,11).

Zachodzace w glebie reakcje rozktadu i syntezy katalizowane sg przez
specyficzne enzymy, z ktdrych czes¢ ma charakter typowo wewnatrzkomor-
kowy, tzn. ich aktywnos$¢ zwiagzana jest Scisle z liczbg mikroorganizmoéw zy-
jacych w glebie. Jednymi z nich sg dehydrogenazy; aktywnos$¢ dehydrogena-
zowa w glebie zalezy zatem gtéwnie od masy mikroorganizméw zyjacych
w glebie, a ta z kolei zalezy od dostepnych zrodet wegta (3). Mozna przypu-
szcza¢, ze wprowadzone oleje wyeliminowaly gatunki badZ rodzaje mikro-
organizméw mato odpornych na dziatanie tych ksenobiotykow (1).

Jednym z podstawowych procesow zachodzacych w glebie jest proteoliza.
Poczatkowa wyrazna stymulacja rozwoju bakterii z grupy proteolitycznych dla
wszystkich prob gleby moze by¢ wynikiem uaktywnienia sie mikroorganizmow
proteolitycznych pod wpltywem dodatkowego zrédta wegla w postaci weglowo-
doréw. Przez kolejne tygodnie aktywnos$¢ ta wyraznie sie obnizyta. Mozna przy-
puszczac, ze w badanym Srodowisku glebowym pojawity sie toksyczne meta-
bolity posrednie, powstate w wyniku degradacji weglowodoréw (10,11). Podo-
bne zaleznosci stwierdzono w przypadku aktywnosci enzymu rozktadajacego
weglowodany — amylazy. Na przyktadzie tej grupy wyraZznie widac selekcje pro-
wadzaca do wyparcia okre$lonych mikroorganizméw o wiasciwosciach amyloUty-
cznych. Inng przyczyng obnizenia ich aktywnosci moze by¢ adsorpcja badanego
enzymu na koloidach glebowych, przez co staje sie on nieaktywny (14).

Bardzo istotny wpfyw na aktywnos¢ katalityczng enzymow glebowych ma
odczyn gleby. Gleba o niskim pH jest Srodowiskiem niekorzystnym dla roz-
woju wielu mikroorganizmow, przede wszystkim dla bakterii, a wiec od od-
czynu uzalezniony jest skiad jakosciowy i ilosciowy drobnoustrojow glebowych
(12). Dodanie do gleby czynnikdw modyfikujgcych istotnie wptyneto na zmiane
uktadu mikroflory glebowej, a tym samym na zwiekszenie aktywnosci okre-
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slonych enzyméw wzgledem prob z samymi olejami. Wapnowanie gleby spo-
wodowato ukierunkowang selekcje mikroorganizmoéw, stwarzajac jednoczesnie
korzystniejsze warunki rozwoju dla bakterii, a znacznie mniej korzystne dla
grzybow (12). Wiasciwosci gleby, a przede wszystkim jej odczyn, moga takze
decydowac o kierunku mikrobiologicznych przemian WWA. W glebach kwas-
nych rozklad WWA przez dominujgce w tym Srodowisku grzyby moze powo-
dowa¢ powstawanie wysoce rakotwdrczych posrednich form epoksydowych,
podczas gdy w bakteryjnym rozktadzie WWA zwigzki te nie tworzg sie i wyj-
sciowy weglowodor moze ulegaé detoksykacji i catkowitej mineralizacji (10).

Drastyczny spadek aktywnosci amylolitycznej (lyc. 5) w glebach wapno-
wanych moze $wiadczy¢ o tym, ze zostat zahamowany wzrost grupy mikro-
organizméw produkujgcych ten enzym. Prawdopodobnie gtéwnym producen-
tem amylaz byly autochtoniczne grzyby, ktére po dodaniu wapnia zmniejszyty
swa liczebno$¢, a ich miejsce zajety bakterie nie posiadajace tego enzymu
(16).

Wzrost aktywnosci proteolitycznej gleby po potraktowaniu jej CaCOs, mégt
wynikaé nie tylko ze zmian liczebnosci drobnoustrojow, lecz takze ich skiadu
gatunkowego. Proteoliza w glebie zachodzi dzieki enzymom wydzietanym przez
mikroorganizmy w niej zyjace oraz enzymom zaadsorbowanym na koloidach
glebowych. Proteazy sa wytwarzane zaréwno przez grzyby jak i bakterie,
z tym, ze proteaizy grzybdéw charakteryzuja sie duzag tolerancjg na zmiany
odczjmu (pH = 4,0-8,0), odmiennie niz proteazy bakterii (pH = 7,0-8,0) (10).

Woprowadzenie szczepionki bakteryjnej Pseudomonas sp. do gleby wczes$-
niej wapnowanej spowodowato nieznaczny wzrost aktywnosci proteaz i de-
hydrogenaz. Dodanie bakterii tlenowych adaptowanych do rozkiadu ropopo-
chodnych spowodowato wzrost liczby mikroorganizméw znajdujacych sie
w glebie, a tym samym wzrost aktywnosci oddechowej, miarg ktorej jest
aktywnos$¢ tych enzymow.

W badaniach nie uwzgledniono dos¢ istotnego czynnika jakim jest ilos¢
azotu i fosforu w glebie. W glebach skazonych olejami radykalnie zmienia sie

-olej lekki

-olej lekki+wapno

-olej lekki+wapno+bakt.
-olej ciezki

-olej ciezki+wapno

-olej cigzki+wapno+bakl.

Ryc. 5. Krzywe ekotoksykologiczne dla amylaz w glebie poddanej dziataniu olejow: lekkiego
i ciezkiego w stezeniu 15% z dodatkiem czsmnikéw modyfikujacych.
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-olej lekki

-olej lekki+wapno

-olej lekki+wapno+bakt.
-olej ciezki

-olej ciezki+wapno

-olej ciezki+wapno-~bakt.

Ryc. 6. Krzywe ekotoksykologiczne dla celulazy Cx w glebie poddanej dziataniu olejow; lek-
kiego i ciezkiego w stezeniu 15% z dodatkiem czynnikéw modyfikujgcych.

stosunek pomiedzy weglem organicznym z jednej strony oraz azotem i fosforem
z drugiej. Ostry niedostatek tych makroelementéw spowodowany nadmiarem
wegla sprawia, ze mikroorganizmy nie moga w petni korzystac¢ z obfitosci ener-
gii zawartej w weglowodorach (2). Potwierdzeniem przeprowadzonej dyskusji
sg krzywe ekotoksykologiczne. Wyraznie pozytirwny wptyw zabiegdéw biotechno-
logicznych stwierdzono dla dehydrogenaz i proteaz (ryc. 7,8). Wplyw zabiegéw
biotechnologicznych na aktywnos$¢ celulolityczng byt nieznaczny (lyc. 6).

W przeprowadzonych badaniach oznaczono réwniez ilos¢ powstatych kwa-
séw huminowych. Tworzenie sie humusu w glebie jest procesem przede wszy-
stkim mikrobiologicznym oraz fizykochemicznym, w ktérym dominujaca role
odgrywa mikroflora glebowa. Przebieg humifikacji uzalezniony jest od skitadu
substancji bedacej zroditem wegla, a takze od warunkéw srodowiska, ktére
wplywaja na rozwoj i dziatatnos¢ mikroorganizmoéw gtebowych (12). Wzrost
ilosci kwasow huminowych po dwunastu tygodniach badan swiadczy o tym,
ze mikroflora zasiedlajgca badang glebe korzystata z wprowadzonego oleju

-olej lekki
-olej lekki+wapno
-olej lekki+wapno+bakt.
L, -olej ciezki
Tydzieh eksperymentu olej ciezki+wapno
-olej ciezki+wapno+bakt.

Ryc. 7. Krzywe ekotoksykologiczne dla proteaz w glebie poddanej dziataniu olejow: lekkiego
i ciezkiego w stezeniu 15% z dodatkiem czynnikdw modyfikujgcych.
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-olej lekki

-olej lekki+wapno

-olej lekki+wapno+bakt.
-olej ciezki

-olej ciezki+wapno

-olej ciezki+wapno+bakt.

Ryc. 8. Krzywe ekotoksykologiczne dla dehydrogenaz w glebie poddanej dziataniu olejow:
lekkiego i ciezkiego w stezeniu 15% z dodatkiem czynnikéw modyfikujacych.

jako zrédla wegla. Produkty rozkiadu weglowodoréw mogty by¢é wykorzysty-
wane do syntezy substancji prochniczych (12).

Bardzo waznym czynnikiem przy rozkladzie substancji organicznej i gro-
madzeniu sie kwasow huminowych jest obecnos¢ tub brak CaC03 w glebie.
Regulujac odczyn sole wapniowe nadajg tlenowy charakter procesom rozkita-
du substancji organicznej, przyspieszajgc w ten sposob jej mineralizacje oraz
gromadzenie humusu (12). Efekty te zaobserwowano w prowadzonych ba-
daniach (tab. 3).

Nie udato sie jednak wyjasni¢ dlaczego pomimo to, ze olej lekki dziatat
bardziej hamujgco na aktywnos¢ wybranych enzymoéw glebowych niz olej
ciezki, stwierdzono w probkach gleby potraktowanej pierwszym olejem wie-
kszy przyrost substancji humusowych. Prawdopodobnie mikroorganizmy be-
dace ,,producentami” badanych enzymow nie potrafity wykorzysta¢ w peini
wprowadzonych weglowodoréw jako zrédta wegla. Olej lekki dla okreslonej
grupy mikroorganizméw mogt okazac sie bardziej dostepnym zrédiem wegla
niz ciezki, a tym samym produkowane metabolity w wiekszym stopniu mogty
by¢ wbudowywane w préchnice.

5. Whioski

1. Wprowadzony do gleby olej napedowy, bedacy frakcjg lekka, powodowat
wiegksze obnizenie aktywnosci badanych enzymow glebowych niz olej silni-
kowy ciezki Hipol.

2. Nie stwierdzono wyraznie duzych zaleznosci pomiedzy wzrastajgcg da-
wka zastosowanych olejow a aktywnoscig enzymoéw.

3. W poczatkowym okresie badan stwierdzono wyzszg aktiwnos$¢ amylaz,
proteaz i dehydrogenaz w prébach gleby skazonej olejami w poréwnaniu
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z glebg kontrolng (bez ksenobiotykdw i czynnikéw modyfikujacych). W ko-
lejnych tygodniach obserwowano na ogét spadek aktywnosci tych en*ymow.

4. Aktywnos$c¢ celulolityczna w glebie z dodatkiem olejéw byta tylko o kilka
procent nizsza niz w glebie kontrolnej dla wszystkich stosowanych dawek
przez caty okres badan.

5. Dodanie czynnikéw modyfikujacych, tj. CaCOs, oraz szczepionki ba-
kteryjnej spowodowato wyrazny wzrost aktywnosci dehydrogenaz i proteaz
w stosunku do gleby z ksenobiotykami. Zaobserwowano niewielki wzrost
aktywnosci celulolitycznej oraz spadek aktywnosci amylaz.

6. W badaniach wykazano, ze wigkszy przyrost kwaséw huminowych wy-
stgpit w prébach gleby skazonej mniejszymi dawkami wprowadzonych kse-
nobiotykdéw.

7. Stwierdzono stymulacje syntezy kwaséw huminowych pod wptywem
czynnikéw modyfikujacych.

8. Badania wykazaty wiekszy przyrost kwaséw huminowych w prébach
gleby skazonej olejem lekkim niz ciezkim.
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Studies on enzyme activity in the petroleum contaminated soil, detoxifica-
tion in a soil

Summary

In this paper the influence of selected oils which are aromatic hydrocarbons on microbial
activity of a soil is discussed. Selected enzymes: amylases, proteases, dehydrogenases and ce-
lulase Cx were tested. Besides, a soil with added oils was modifed by adding e.g. Pseudomonas,
adapted to oil degradation, CaCo3 It was found that light oil added to soil lowered the enzymatic
activity more significantly in comparison with the heavy oil. Protease and dehydrogenase activity
in the soil to which modified compounds were added was higher than in the control soil. However,
in the soil treated with smaller doses of xenobiotic compounds higer increment of humic acids
was observed.
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