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Abstract: Oil product spills modify the activity of microorganisms. In this paper dehydrogenase
activity in soils polluted by fuel oil is discussed. In field experiments the influence of mineral
fertilization and fatty acid ether methyl addition on dehydrogenase activity in soils polluted by
fuel oil was investigated. The results showed that pH is the most important factor influencing
dehydrogenase activity; growing of acidity caused a decrease in activity. Dehydrogenase
activity was lower in fertilized soils, probably due to physiologically acidic nitrogen fertilizer
effect. Addition of 5% mass fraction of rape fatty acid methyl ethers in the whole mass of
pollution caused an increase in dehydrogenase activity six months after the experiment was
established.
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WSTEP

Dobrym wskaZnikiem oceny skutkow wptywu zanieczyszczen na biotyczne elementy
gleby jest oznaczenie jej wasciwoéci mikrobiologicznych [Pankurst i in. 1998], sposrod
ktorych szczegolnie przydatna jest ocena aktywnosci dehydrogenaz.

W odréznieniu od wynikéw analiz chemicznych, ktore daja informacjg jedynie o
zawarto$ci zanieczyszczen, parametry biologiczne odzwierciedlaja konsekwencje
srodowiskowe wynikajace z wiaczenia zanieczyszczen w tancuch pokarmowy oraz
ich wplyw na gléwne procesy metabolizmu w glebach [Smejkalova i in. 2003].

*Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego KBN Nr 2PO6R129 26.
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Oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz jest Zrodtem informacji na temat populacji
mikroorganizméw i catkowitej aktywno$ci mikrobiologicznej gleby [Greinert 2000;
Wlodarczyk 1998]. W przypadku zanieczyszczen naftopochodnych pomiar aktywnosci
dehydrogenaz daje informacje nie tylko o ich wptywie na wiasciwosci biologiczne gleby,
ale jest rowniez zrodtem informacji o intensywnos$ci mikrobiologicznego rozkiadu
zanieczyszczen naftopochodnych.

Istnieje wiele metod stymulacji rozktadu zanieczyszczen ropopochodnych, takich
jak np. dodatek substancji biogennych, napowietrzanie, inokulacja aktywnymi drobno-
ustrojami, regulacja odczynu czy sterowanie temperatura w warunkach laboratoryjnych
lub przy oczyszczaniu gruntow metodami ex-situ [Kotwzan 2000]. W latach dziewiecdzie-
siatych zaobserwowano, ze podatno$¢ oleju napgdowego na biodegradacje moze zostaé
poprawiona przez dodatek estrow metylowych olejow roslinnych [Zhang i in. 1998].

Celem niniejszej pracy byla ocena, jakie czynniki, w warunkach polowych, beda
mialy wplyw na aktywnosc¢ dehydrogenaz w glebie zanieczyszczonej olejem napgdowym
przy zréznicowanych dawkach zanieczyszczenia, stosowaniu nawozenia mineralnego,
regulacji odczynu oraz wprowadzenia do oleju napedowego 5% dodatku estrow
metylowych wyzszych kwasow ttuszczowych oleju rzepakowego.

MATERIAL I METODY

Pomiar aktywno$ci dehydrogenaz w glebie zanieczyszczonej olejem napgdowym
wykonano w ramach do§wiadczenia lizymetrycznego przeprowadzonego w warunkach
polowych. Prezentowane wyniki sg czg$cig 2-letniego do§wiadczenia, obejmujacego
szerszy zakres analiz. Do§wiadczenie zaprojektowano na okres dwoch lat, zaktadajac
pobor prob w 6-miesigcznych przedziatach czasowych. Artykut obejmuje wyniki
otrzymane z analizy probek pobranych w maju i pazdzierniku 2004 r.

Do$wiadczenie przeprowadzono na terenie Stacji Do$wiadczalnej Swojec pod
Wroctawiem. Do badan wykorzystano poziom akumulacyjny gleby uprawnej o skladzie
granulometrycznym gliny $redniej, typologicznie zaliczanej do czarnych ziem. Do$wiad-
czenia przeprowadzono z wykorzystaniem cylindrycznych lizymetréw o $rednicy 30
cm i wysokosci 45 cm. Lizymetry napetniono gleba o nienaruszonej strukturze do
wysokosci 40 cm. Zanieczyszczenie olejowe wprowadzano do lizymetréw w formie
wylewow powierzchniowych, nasladujac najczgstszy sposob ich przedostawania sig
do $rodowiska glebowego.

Nawozenie stosowano w celu zapewnienia optymalnych warunkéw rozwoju dla
mikroorganizméw. Dobdr nawozé6w i dawek mial na celu utrzymanie zalecanego
stosunku C:N:P 100:10:1, a dla K i Mg zatoZono utrzymywanie wysokiej zasobnosci.
Zawarto$¢ makroelementow byta badana kazdorazowo po poborze prob. Ze wzgledu
na wysoka zawarto$¢ P, K i Mg w omawianym etapie do§wiadczenia ograniczono si¢
do nawozenia azotowego w formie siarczanu amonowego oraz regulacji odczynu za
pomoca wegglanu wapnia.

W badanych glebach oznaczono: pH w wodzie i 1 mol - dm™ KCl potencjome-
trycznie, catkowita zawarto$¢ wegla na podstawie zawartoSci CO, w gazach
spalinowych powstajacych w trakcic wyzarzania probki w temperaturze 1250° C przy
uzyciu aparatu CS-MAT 5500, azot ogélny metoda Kjeldahla, kwasowos¢ hydrolityczna
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metoda Kappena, fosfor i potas przyswajalny metoda Egnera-Riehma, magnez metoda
Schachtschabela, sktad granulometryczny metodg areometryczng Bouyoucosa, w mody-
fikacji Casagrande a i Proszynskiego. Aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych ustalono
kolorymetrycznie po 24-godzinnej inkubacji prob glebowych w 37°C z roztworem TTC
(chlorek 2,3,5-trifenylotetrazolu) wedhug metodyki Casidy [Russel 1972].

WYNIKI I DYSKUSJA

Stwierdzono, ze czynnikiem, ktory w do§wiadczeniu w najsilniejszym stopniu wplynat
na aktywno$¢ dehydrogenaz jest odczyn gleby. Wraz ze wzrostem zakwaszenia spada
aktywno$¢ dehydrogenaz, a nawet niewielki wzrost wartosci pH przektada sig na wzrost
aktywnosci badanej grupy enzymdw. Powyzsza zalezno$¢ zobrazowano na rysunku 1.

Po uplywie szesciu miesigcy od zatozenia doswiadczenia, wiosna 2004 r. odczyn
nie ulegt znacznym zmianom w stosunku do stanu wyjsciowego, tj. 6,0 pH. Sredni
odczyn gleb w wariancie nawozonym —pH 5,5 byt nizszy niz w wariancie bez nawozenia
—pH 5,9. Po uptywie 12 miesigey, jesienig 2004 r. poglebita sig rdznica wartoSci pH
miedzy glebami nawozZonymi i nienawozonymi. W glebie w wariantach nienawozonych
mozna zaobserwowac dalszy wzrost pH do wartosci 6,1. Zjawisko to najprawdo-
podobniej zwiazane jest z alkalizujacym wptywem zanieczyszczen ropopochodnych
[Greinert 2000; Smolik i in. 2004]. W wariantach nawozonych nastapit spadek wartosci
pH z poczatkowego 6,0 do pH 5,0 po 12 miesigcach od zatozenia do$§wiadczenia.
Wazrost zakwaszenia byt skutkiem dziatania fizjologicznie kwasnego siarczanu amonu
dodanego 7 dni po wprowadzeniu do gleby zanieczyszczen w dawce 0,5 g na 1 kg
gleby. Weglan wapnia, wprowadzony wiosng 2004 w dawce 1 g na 1 kg gleby, na
skutek powolnego dziatania nie zdotat zneutralizowa¢ zakwaszajacego wptywu nawozu
azotowego. Zaobserwowane roéznice odczynu migdzy probami nawozonymi i nienawozo-
nymi sa statystycznie istotne w teScie t Studenta dla prob z wiosny 2004 na poziomie
o= 0,0123, a dla prob z jesieni na poziomie .= 0,0013.

Réznice w reakcji na nawozenie gleb zanieczyszczonych i kontroli pozwalaja sadzi¢,
ze olej napedowy w wariantach nawozonych opéznit obnizenie pH gleby spowodowane
wprowadzeniem nawozu azotowego. Warto$¢ pH dla wariantow V-VIII (tab. 2)
ksztaltuje si¢ w granicach 5,4-5,9, $rednio 5,7 i jest wyraznie wyzsza niz dla wariantu

TABELA 1. Warianty do$wiadczenia — TABLE 1. Experiment alternatives

Wariant % oleju napedowego | % oleju napedowego Kontrola
Alternative Diesel oil per cent w tym cstry* Control
% diesel oil FAME**included
0,5 10 0,5 10
Brak nawozenia I 11 1 | v K
Lack of fertilization |
J PO SR e
| Nawozenic v VI %l Vil - Kn
; Fertilization 1[

*estry metylowe kwasdw thiszezowych oleju rzepakowego; **fatty acid methyl cthers
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i aktywnos¢ dehydro genazWiosna 2004 - dehydro genaze activity Spring 2004
mmm aktywno$¢ dehydrogenaz Jesieh 2004 - dehydrogenaze activity Autumn 2004
—O—pH Wiosna 2004 -pH Spring 2004
—a—pH Jesien 2004 - pH Autumn 2004

RYSUNEK 1. Poziom aktywnos$ci dehydrogenaz glebowych oraz odczynu w poszczeg6lnych wariantach
doswiadczenia; K, Kn, I-VIII - oznaczenie wariantéw do$wiadczenia zgodne z tab. 1

FIGURE 1. Level of dehydrogenase activity and pH under experiment alternatives; K, Kn, I-VIII -
experiment variants according to Table 1

kontrolnego z nawozeniem - pH 4,9. Mechanizm tego procesu jest najprawdopodobniej
zwigzany z hamowaniem procesu nitryfikacji przez zanieczyszczenia naftowe. Nowak
i in. [2003] w doswiadczeniu z wykorzystaniem czarnej ziemi skazonej olejem
napedowym i wzbogaconej siarczanem amonowym stwierdzili inhibicje procesu
nitryfikacji tym wiekszg, im wieksze byto poczatkowe skazenie gleby. Podobne zaleznosci
zaobserwowali Kucharski i Jastrzebska [2001]. W trakcie nitryfikacji dochodzi do



TABELA. 2. Wyniki analiz po 6 miesiacach od rozpoczgcia badan wiosng 2004 r. — TABLE 2. The results of investigation — spring 2004

Wariant zanieczyszczenia Aktywno$é C Nog | P* K* Mg* | pH, | Hh C: N: P
Experiment alternative dehydrogenaz Ntot

Dehydrogenase

activity

yg TPF g kg! mg - kg! cmol (+)°kg!
Kontrola K 6,3325 13,90 | 1,40 |157,1 |[215,2 |115,5 |5,7 1,2 100: {10,1:]0,6
Kontrola + nawozenie Kn 1,2652 14,20 11,70 |139,7 169,7 [150,0 | 4,9 3,2 100: |11,8: 10,8
0,5% ON I 7,3613 22,60 11,50 | 72,0 {100,0 |112,0 |58 1,8 100: | 6,8: (0,9
10% ON I 9,7958 17,50 (5,60 |174,6 |200,1 | 95,0 |6,3 1,2 100: {319:|1,8
0,5% ON + nawoZenie I 6,5785 17,20 (1,80 | 84,2 |[229,2 [103,5 |54 24 100: ;10,6 : [1,3
10% ON + nawozenie v 9,1345 21,00 '1,70 |152,8 [167,7 | 71,0 |59 22 100: . 80: (0,5
0,5% ON + estry** v 13,2496 22,70 : 1,40 |107,0 |207,0 {101,0 |5,9 1,8 100: | 6,2: [ 0,6
10% ON + estry** V1 | 11,2560 22,30 11,80 |133,2 |214,8 |101,5 |59 2,0 100: | 82: 10,6
0.5% ON +testry** Vil | 8,7318 22,30 11,80 |[1332 |214,8 |101,5 |6,2 59 2,0 1100 82
+nawozenie :
10% ON + estry** Vil | 13,3870 18,10 1 2,00 |170,3 (1562 | 56,0 |58 2,2 (100: 10,8: 10,6
+nawozenie i f
Hh - kwasowo$¢ hydrolityczna - hydrolytic acidity; ON - olej napgdowy — diesel oil; * ~ formy przyswajalne — available forms; ** - jak w

tab. 1 — as in Table 1

011

yasny y
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zastapienia kationu anionem i tym samym do zakwaszenia gleby [Schlegel 1996]. Po
uplywie 12 miesigcy od zatozenia doswiadczenia pH gleb w wariantach nawozonych
znacznie obnizyto sig, prawdopodobnie na skutek wzmozenia procesu nitryfikacji, ktory

przestat by¢ hamowany w zwiazku z postepujacym rozktadem oleju napedowego.
Jak juz wcze$niej wspomniano, zmiany odczynu gleby powodowaty modyfikacje
aktywnosci dehydrogenaz. Wspolczynnik korelacji pomigdzy wartoscia pH a aktyw-
noscig dehydrogenaz jest wysoki i wynosi 0,82. Przy pierwszym poborze prob (wiosna
2004), po uptywie 6 miesigcy od wprowadzenia zanieczyszczen naftowych oraz
siarczanu amonowego najnizsza aktywnos¢ dehydrogenaz zostata stwierdzona w wa-
riancie kontroli z nawozeniem wykazujacym jednoczesnie najnizsze pH (rys. 2). W
glebie zanieczyszczonej aktywno$¢ dehydrogenaz byla wyzsza w wariantach nienawo-
zonych (I-1V) zar6wno wiosna, jak i jesienig w porownaniu z wariantami z nawozeniem
(V=VIII). Wiosna réznice te nie byly istotne statystycznie, $rednia aktywno$¢
dehydrogenaz dla wariantow nienawozonych wynosita 9,6 pg TPF, a dla wariantow
nawozonych 7,8 pg TPF, jednoczes$nie odczyn w obu grupach wariantow bytly zblizony.
Jesienia, roznice w aktywnos$ci dehydrogenaz migdzy wariantami nawozonymi i
nienawozonymi ulegly poglebieniu. Srednia aktywnos¢ dehydrogenaz w wariantach
nienawozonych praktycznie nie zmienifa si¢ od wiosny wynoszac 9,1 pg TPF, natomiast
16
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RYSUNEK 2. Zalezno$¢ migdzy aktywnoscig dehydrogenaz a odczynem — wiosna 2004.
FIGURE 2. Relationship between dehydrogenase activity and pH — spring 2004.



TABELA 3. Wyniki analiz po 12 micsigcach od rozpoczgceia badan jesienig 2004 r. — TABLE 3. The results of investigation — autumn 2004

Wariant zanieczyszczenia Aktywnos¢ Cog | Nog | P* K* Mg* | pH,, |Hh C: N: P
Experiment alternative dehydrogenaz | Ctot | Ntot
Dehydrogenase
activity
yg TPF g kg mg - ke cmol (+) - kg
Kontrola K [12,0579 15,20 { 1,10 |277,0 |230,9 ;118,55 |6,0 1,2 100: | 7,4 |03
Kontrola + nawozenie Kn 1,4921 14,50 (1,40 |2243 |186,9 |116,0 |4,6 3,2 100: {9,7: 0,4
0,5% ON I 9,9556 16,50 {1,00 |316,6 |263,8 |123,5 |64 1,2 100: |59 |02
10% ON I 59171 17,70 | 1,40 |240,8 |200,6 |150,0 |6,0 1,7 100: |7,9: (03
0,5% ON + nawozenie 111 0,1406 15,10 | 1,50 |204,5 |170,4 |111,0 |50 34 100: [10,2: | 0,5
e
10% ON + nawozenic IV | 0,5144 18,30 | 1,70 |240,8 |200,6 [116,0 |51 32 l 100: |9,2: |04
. R - o
0,5% ON + estry** v 9,8406 17,40 [ 1,00 |306,7 |2556 | 83,0 [6,0 1.4 100: |S5,6: |0,2
10% ON + estry** VI 7,8086 20,80 (1,30 [277,0 |230,9 ! 185 |59 1,6 I 100: |6,1: [02
AAAAA [ "
] .
0,5% ON + estry** VII | 0,4952 17,80 (1,30 |263,8 |219,9 ;123,5 |54 127 $100: 7,1 |03
+ nawozenie i i
i ! !
10% ON + estry** VI | 0,4345 121,50 { 1,70 [134,2 [111,9 I 121,0 | 5,0 | 3.5 1100 | 7,8 |06
+ nawozenie | I i

Ojasnienia jak w tab. 1 12 — Explanation as in Table 1 and 2

cri

yosny vy
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RYSUNEK 3. Zalezno$¢ migdzy aktywnos$cia dehydrogenaz a odczynem — jesien 2004
FIGURE 3. Relationship between dehydrogenase activity and pH — autumn 2004

w wariantach nawozonych ulegta znacznemu obnizZeniu do 0,61 pg TPF (rys. 3). Réznice
te sg istotne statystycznie na poziomie istotno$ci o = 0,0004, a ich przyczyny nalezy
upatrywaé we wzro$cie zakwaszenia gleby po 12 miesiacach od zatozenia
doswiadczenia w wariantach nawozonych.

W wariantach z wigksza dawka wyj$ciowa zanieczyszczenia (II, IV, VI, VIII)
aktywno$¢ dehydrogenaz byta wyzsza w pierwszym etapie ich badania (wiosna 2004).
Srednia aktywno$é dehydrogenaz dla wariantéw z 10% dawka zanieczyszczenia
wynosita 10,89 pg TPF, a dla wariantéw z 0,5% udziatem zanieczyszczenia 8,23 pg
TPF (rys. 4). Jesienia zaobserwowano odwrotng zaleznos¢, Srednia aktywnos¢ dehydro-
genaz dla wariantéw z 10% dawka zanieczyszczenia (3,6 pg TPF) bytfa nizsza od
$redniej dla wariantow L, 111, V, VII (5,01 pg TPF) (rys. 5). Wiekszo$¢ badaczy wskazuje
na stymulujacy wplyw oleju napedowego na aktywno$§¢ dehydrogenaz [Smolik i in.
2004; Matachowska-Jutsz i in. 1997], odwrotna zalezno$¢ znajduje potwierdzenie w
bardzo nielicznych pracach, np. Kucharskiego i in. [2000]. Wyzsza aktywnos¢ badanego
enzymu po 6 miesiacach od zatozenia do§wiadczenia dla wariantdéw zanieczyszczonych
w odniesieniu do kontroli rowniez potwierdza aktywujacy wptyw dodatku oleju
napedowego na dehydrogenazy glebowe.
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dawka zanieczyszczenia - pollution dose
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RYSUNEK 4. Aktywnos$¢ dehydrogenaz wiosng 2004 - po 6 miesigcach od zatozenia doswiadczenia;
K, Kn, I-VIIl - oznaczenie wariantéw doswiadczenia zgodne z tab. 1

FIGURE 4. Dehydrogenase activity at spring 2004 - 6 month after experiment established; K, Kn, I-VIII
- experiment variants according to Table 1

5-procentowy udziat estrow metylowych oleju rzepakowego w dawce zanieczysz-
czenia wptynat na wzrost aktywnos$ci dehydrogenaz w pierwszym etapie ich badania, tj.
po 6 miesigcach od momentu zatozenia doSwiadczenia, $rednia aktywno$¢ dehydrogenaz
dla wariantéw z estrami wynosi 10,6, a dla wariantéw bez estréw 8,2 jig TPF. Po uptywie
12 miesiecy wyptyw estrow metylowych na aktywno$¢ dehydrogenaz nie jest widoczny,
Srednie aktywnosci sg bardzo zblizone i wynosza: 4,6 4,1 jag TPF. ROznice te zar6wno
wiosnag, jak ijesienignie sg statystycznie istotne, jednak dla catej populacji danych réznice
miedzy wariantami z estrami i bez estrow sg statystycznie istotne przy poziomie ufnosci
0.05. Pozytywny wptyw dodatku biopaliwa na aktywnos$¢ dehydrogenaz moze wyjasniaé
znacznie wieksza podatno$¢ biopaliw na biodegradacje orazjego mniejsza ekotoksycznosé
w poréwnaniu z olejem napedowym [Taylor, Jones 2001 ; Zhang i in. 1998].

WNIOSKI

1 Czynnikiem, ktoéry w najsilniejszym stopniu wptynat na aktywno$¢ dehydrogenaz w
doswiadczeniu polowym, jest odczyn gleby. Wraz ze wzrostem zakwaszenia spada
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dawka zanieczyszczenia - pollution dose
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RYSUNEK 5. Aktywno$¢ dehydrogenaz jesienn 2004 - 12 miesiecy od zatozenia doSwiadczenia; K, Kn,
I-VIIIl - oznaczenie wariantéw doSwiadczenia zgodne z tab. 1

FIGURE 5. Dehydrogenase activity at autumn 2004 - 12 month after experiment established; K, Kn, I-
VIII - experiment variants according to Table 1

aktywno$¢ dehydrogenaz, nawet niewielki wzrost wartosci pH przektada sie na
wzrost aktywnosci badanej grupy enzymow.

2. Olej napedowy w wariantach nawozonych op06znit obnizenie pH gleby spowodowa-
ne dodaniem nawozu azotowego.

3. W wariantach z wyzszg poczatkowga dawka zanieczyszczenia aktywno$é dehydro-
genaz byta wyzsza w pierwszym etapie ich badania (wiosna 2004).

4. Dodatek estrow metylowych oleju rzepakowego wptynat na wzrost aktywnosci de-
hydrogenaz.
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