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Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki oddziatywania benzyny oraz selenu (IV)
i (VI), na aktywnos¢ wybranych enzymow przemian azotu w glebie. Badania prowadzono
w doswiadczeniu laboratoryjnym na glebie zakwalifikowanej jako piasek gliniasty o za-
wartosci wegla organicznego 8,7 g'kg™' s.m. Do probek gleby wprowadzono w réznych
kombinacjach kwas selenowy (IV) lub kwas selenowy (VI) (ilo$¢ dodanego Se wynosita
0,05 mmol-kg ' s.m.) oraz benzyne w ilosciach 2, 10 i 50 g-kg™! s.m. Wszystkie probki
doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej i inkubowano w statej tempera-
turze 20°C. W 1., 7., 14., 28. 1 56. dniu do$wiadczenia oznaczono spektrofotometrycznie
aktywno$¢ reduktazy azotanowej, ureazy oraz proteaz. Wprowadzenie do gleby benzyny
w dawce 2 gkg ! s.m. wywotato stymulacje aktywnoéci ureazy oraz reduktazy, podczas
gdy wigksze dawki benzyny inhibitowatly aktywno$¢ enzymow przemian azotu w glebie
lekkiej. Po dodaniu selenu, zwlaszcza Se (VI) do gleby zanieczyszczonej benzyna w daw-
kach 10i 50 g-kg™''s.m. stwierdzono gtéwnie stymulacje oznaczanych enzymoéw, zwlaszcza
reduktazy azotanowe;.

Stowa kluczowe: selen, benzyna, gleba, reduktaza azotanowa, ureaza, proteazy

WSTEP

Nadmierna eksploatacja zt6z naftowych, awarie podczas wydobycia, magazynowania
i transportu surowcow, staja si¢ gldwnymi przyczynami narastajacego skazenia srodowi-

ska substancjami ropopochodnymi [Gouda i in. 2016].

Kluczowe dla prawidtowego przebiegu procesu biodegradacji zwiazkow ropopo-
chodnych jest wystgpowanie odpowiedniej ilosci substancji biogennych, w tym takze
azotu [Xenia i Refugio 2016]. Istotnym czynnikiem determinujacym jego dostgpnosé dla
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organizméw zywych jest metabolizm mikroflory glebowej. Mikroorganizmy rozkladajac
szczatki organiczne sprawiaja, ze azot staje si¢ dostgpny dla roslin. Przemiany zwiazkow
azotu katalizowane sa wiele enzymow, zaréwno z klasy oksydoreduktaz, jak i hydrolaz
[van Groenigen i in. 2015]. Substancje ropopochodne moga jednakze negatywnie wply-
wac na aktywno$¢ mikroorganizmow i wydzielane przez nie enzymy [Strek i Telesinski
2016a]. Dlatego tez opracowanie szczegotowych programdéw zapobiegania degradacji
gleb zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi, rekultywacji gleb zdegradowa-
nych i ponownego ich zagospodarowania jest niezwykle waznym problemem [Gatazka
2015].

Selen jako mikrosktadnik dla organizméw zywych budzi kontrowersje. Z jednej stro-
ny jest on toksyczny juz w niewielkich dawkach, ktére moga prowadzi¢ do negatywnych
skutkow Srodowiskowych, a z drugiej strony deficyt tego pierwiastka jest globalnym
problemem zwigzanym ze zwigkszona podatno$cia zwierzat i ludzi na wiele choréb [Bo-
rowska i in 2015]. Prowadzone wczesniej badania wykazaty, ze aplikacja selenu do gleb
zanieczyszczonych substancjami ropopochodnymi moze ograniczy¢ toksyczne oddzialy-
wanie tych zwiazkéw na aktywnos¢ niektérych enzymow oksydoredukeyjnych w glebie
[Strek 1 Telesinski 2015a, 2016a].

Celem badan byta proba okreslenia oddzialywania selenu oraz benzyny na aktywnos$¢
wybranych enzymow przemian zwiazkow azotu: reduktazy azotanowej, ureazy i proteaz
w glebie lekkiej.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenia przeprowadzono, na probkach gleb pobranych z poziomu ornopréch-
nicznego (0-30 cm) ziem rdzawych typowych znajdujacych si¢ na terenie Rolniczej
Stacji Doswiadczalnej w Lipniku (woj. zachodniopomorskie). Gleba ta charakteryzuje
si¢ sktadem granulometrycznym piasku gliniastego oraz zawartoscia wegla organiczne-
go 8,7 g'’kg' s.m. Do czeéci ziemistych pobranego materiatu glebowego wprowadzono
w roznych kombinacjach benzyng bezotlowiowa (Statoil) oraz selen (w ilosci 0,05 mmol
Sekg™' s.m.) na dwoch stopniach utlenienia: (IV) i (VI), w postaci H,SeO; i H,SeO,
(prod. Fluka). Odniesieniem (kontrola) byla gleba bez selenu i benzyny. W trakcie do-
$wiadczenia wilgotnos¢ probek byta utrzymywana na poziomie 60% maksymalnej pojem-
no$ci wodnej. Glebe wymieszano i przechowywano w szczelnie zamknigtych szklanych
pojemnikach typu twist w temperaturze 20°C. We wszystkich kombinacjach w trzech
powtorzeniach badano spektrofotometrycznie aktywnos$¢ reduktazy azotanowej — EC
1.6.6.1 [Abdelmagid i Tabatabai 1987], ureazy — EC 3.5.1.5 [Kandeler i Gerber 1988§]
oraz proteaz — EC 3.4.4.x [Ladd i Butler 1972] w 1., 7., 14., 28. 1 56. dniu do§wiadczenia.
W oznaczeniach zastosowano spektrofotometr UV-1800 firmy Shimadzu.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw aktywnos$ci enzymdw obliczono indeks oddzia-
lywania selenu, zgodnie ze wzorem podanymi przez Kaczynska i innych [2015]:

AS
IFse = Ae
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gdzie: [Fg, — indeks oddziatywania selenu;

A - aktywnos$¢ oksydoreduktaz w glebie kontrolnej lub w glebie zawierajacej
benzyne;
Ag. — aktywnos¢ oksydoreduktaz w glebie po aplikacji selenu.

Wartosci IF, rowne 1 §wiadcza o braku wplywu selenu na aktywno$¢ oznaczanych
enzymow, warto$ci powyzej i ponizej 1 wskazuja odpowiednio na inhibicj¢ i stymulacje
aktywnosci enzymu.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu oprogramowania Stati-
stica 12.5 (Statsoft, Inc.). Grupy jednorodne wyznaczono na podstawie obliczonych
testem Tukeya najmniejszych istotnych réznic na poziomie p <0,05. Na podstawie ana-
lizy wariancji 1> wykazano procentowy udzial poszczegdlnych czynnikow na zmiany
aktywno$ci oznaczanych enzymow.

WYNIKI | DYSKUSJA

W poréwnaniu do gleby kontrolnej wprowadzenie benzyny w dawce 2 gkg™' s.m.
spowodowato w 1. dniu do§wiadczenia istotne statystycznie (p <0,05) zmniejszenie ak-
tywnosci reduktazy azotanowe;j i proteaz (odpowiednio o 16,21 i 28,76%) oraz zwigksze-
nie aktywnosci ureazy (0 55,56%). Stymulacja aktywnoS$ci ureazy utrzymywata si¢ przez
caly okres trwania do$wiadczenia i ksztattowala si¢ na poziomie od 7,86% (28. dzien
doswiadczenia) do 65,44% (7. dzien doswiadczenia). ROwniez aktywno$¢ reduktazy azo-
tanowej od 7. dnia do konca trwania do§wiadczenia ulegta zwigkszeniu w stosunku do
kontroli (o 46,57-166,18%). Z kolei aktywno$¢ proteaz w 7. dniu do§wiadczenia byla
mniejsza niz w glebie kontrolnej (o 13,60%), podczas gdy w dwoch ostatnich terminach
takze odnotowano aktywacje tej grupy enzymow (odpowiednio o 136,051 78,12%). Wie-
lu autorow wykazato stymulacj¢ aktywnos$ci enzymdw bioracych udzial w obiegu zwiaz-
kow azotu pod wptywem niskich dawek benzyny lub innych substancji ropopochodnych
[Rao i in. 2010, Zidtkowska 1 Wyszkowski 2010, Strek i Telesinski 2016a]. Prowadzone
wczesniej badania wykazaty ponadto, ze aplikacja benzyny w niewielkich dawkach sty-
muluje aktywnos¢ innych enzymow, np. dehydrogenaz czy peroksydaz [Strek i Telesinski
2015a].

Po dodaniu do gleby benzyny, w dawkach 10 i 50 g-kg™' s.m. odnotowano we
wszystkich terminach pomiarow istotne statystycznie zmniejszenie (p <0,05) aktyw-
noéci reduktazy azotanowej. Po aplikacji benzyny w dawce 10 g-kg™! s.m. stwierdzona
inhibicja jednakze zmniejszata si¢ (od 93,16 do 30,36%), a w dawce 50 gkg' s.m.
zwigkszala si¢ (od 97,10 do 99,79%) w trakcie trwania doswiadczenia. Wprowadze-
nie benzyny w dawce 10 g'kg™' s.m. spowodowato takze obnizenie aktywnosci urea-
zy w 28.156. dniu do$wiadczenia (odpowiednio o 35,68 i 46,55%) oraz aktywnoSci
proteaz w 7.1 14. dniu do$wiadczenia (odpowiednio o 47,79 i 21,98%), podczas gdy
stymulacja aktywnosci pod wptywem tej dawki benzyny wystapita w przypadku ureazy
w 14. dniu do$wiadczenia (o 15,07%), a w przypadku proteaz w 28. 1 56. dniu do§wiad-
czenia (odpowiednio o 32,62 i 72,27%). Zanieczyszczenie gleby benzyna w dawce
50 g-’kg™!' s.m., spowodowato inhibicje aktywnosci ureazy i proteaz w trakcie trwania
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catego doswiadczenia. To obnizenie aktywnosci bylo mniejsze niz w przypadku reduk-
tazy azotanowej i wynosilo 57,37-82,85% dla ureazy oraz 41,18-57,94% dla proteaz
(tab. 1). Kucharski i inni [2010] wykazali, ze w glebie zanieczyszczonej benzyna, a tak-
ze olejem napedowym zachodzita silna immobilizacja azotu. Ponadto zanieczyszczenia
te silnie hamowaty proces nitryfikacji. Wedtug danych literaturowych inhibicja enzy-
moéw glebowych jest najczeéciej obserwowanym efektem skazenia gleby substancjami
ropopochodnymi [Rao i in. 2010, Akubugwo i in. 2015, Strek i Telesinski 2015a, Strek
i Telesinski 2016a].

Obliczone wartosci indeksu oddziatywania selenu wykazaty, ze w glebie bez dodat-
ku benzyny wprowadzenie Se (IV) od 7. do 28. dnia doswiadczenia stymulowato aktyw-
nos$¢ reduktazy azotanowej (IFg, 1,27-1,49), a Se (VI) od 14. do 56. dnia dos§wiadczenia
(IFg, 1,05-2,03). Aktywnos¢ ureazy w glebie zawierajacej Se (IV) byla wyzsza niz
w glebie kontrolnej jedynie w 1. dniu do$wiadczenia (/Fg, 1,17), podczas gdy aplikacja
Se (VI) spowodowata podwyzszenie aktywnosci enzymu w trakcie trwania do§wiad-
czenia (IF, 1,17-1,39). Aktywnos¢ proteaz natomiast zwigkszyta sig¢ pod wptywem Se
(IV) tylko w 28. dniu do$wiadczenia (/Fg, 1,41), a pod wptywem Se (VI) w 7., 14.1 56.
dniu doswiadczenia (/F odpowiednio: 1,11, 1,19 1 1,21). W pozostalych przypadkach
aktywno$¢ oznaczanych enzyméw byta mniejsza lub zblizona do wartosci w glebie
kontrolnej (rys. 1A). W literaturze istnieja doniesienia zardwno o stymulacji [Nowak
i in. 2004, Borowska i Koper 2011], jak i inhibicji aktywnosci enzymatycznej gleb pod
wptywem selenu [Nowak i in. 2002, Onyszko i Telesinski 2015]. Wynika to migdzy
innymi z wlasciwosci gleby, stopnia utlenienia selenu, jego dawki, a takze rodzaju
0znaczanego enzymu.

Przeprowadzone wczesnie badania wykazaty, ze zastosowanie selenu moze ograni-
czy¢ oddzialywanie réznych substancji ropopochodnych na aktywno$¢ enzymoéw oksy-
doredukcyjnych [Strek 1 Telesinski 2015a, 2016a, b] oraz pojemnos¢ antyoksydacyjna
gleby [Strek i Telesinski 2015b]. W przypadku enzymow bioracych udziat w przemia-
nach zwiazkéw azotu rowniez niejednokrotnie ujawnia si¢ ten efekt, zwlaszcza w glebie
zawierajacej dawki benzyny 101 50 gkg™' s.m.

W glebie z dodatkiem benzyny w dawce 2 g-kg ™' s.m. aktywno$¢ reduktazy azo-
tanowej w 1. dniu po aplikacji Se (IV) nie uleglta zmianom, a w kolejnych dniach
doswiadczenia wystapil stopniowy spadek aktywnos$ci tego enzymu do wartosci [Fg,
wynoszace 0,28 w ostatnim terminie pomiaru. Wprowadzenie Se (VI) wywotato zwigk-
szenie aktywnosci reduktazy azotanowej w 1. dniu do$wiadczenia (IF, — 1,39), podczas
gdy w kolejnych terminach pomiaréw aktywno$¢ enzymu byta zblizona lub mniejsza
w porownaniu do stwierdzonej w glebie z dodatkiem samej benzyny (rys. 1B). W przy-
padku ureazy wprowadzenie Se (IV) spowodowalo w trakcie trwania catego dos§wiad-
czenia spadek aktywnosci tego enzymu (/F 0,28-0,81). Po aplikacji Se (VI) wystapita
przez pierwsze dwa tygodnie do§wiadczania zblizona aktywno$¢ ureazy w porownaniu
do gleby zawierajacej benzyng, a w 28. 1 56. dniu doswiadczenia nastapito zwigksze-
nie aktywnosci enzymu (/F, odpowiednio 1,65 1 1,29). Aktywnos$¢ proteaz w glebie
z dodatkiem selenu ulegata wahaniom w trakcie trwania dos§wiadczenia i w porowna-
niu do gleby zawierajacej benzyne w dawce 2 g-kg' s.m. byta wieksza po dodaniu Se
(IV) tylko w 7. dniu do$wiadczenia (/Fg, — 1,44), a po dodaniu Se (VI) w 7. i 14. dniu
doswiadczenia (/Fg, 1,381 1,15).

Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych



Ocena oddziatywania zwiqzkow selenu oraz benzyny na aktywnosé... 35

Tabela 1. Zmiany aktywno$ci enzymow przemian zwiazkow azotu w glebie po aplikacji benzyny

Table 1. Changes of activity of enzymes involved in nitrogen transformations in soil treated with

gasoline
Dawka benzyny Dzien do$wiadczenia
Gasoline dose Day of experiment
[eke '] 1 7 14 28 56
Reduktaza azotanowa [ug N-NO, kg ' s.m.-24 h™!]
Nitrate reductase [ug N-NO, kg™ d.m.-24 h™']
288,09 a 279,36 b 236,66 b 233,43 b 273,85b
241,40 b 409,47 a 409,36 a 621,35a 595,72 a
10 19,70 ¢ 15,18 ¢ 21,64 c 52,95¢ 168,81 ¢
50 8,35d 5,69d 1,14d 1,14d 0,57d
Ureaza [mg N-NH, kg s.m.-2 h']
Urease [mg N-NH, kg dm.2 h™'"]
65,69 b 74,45 b 57,78 ¢ 68,06 b 66,91 b
102,19 a 123,17 a 7533 a 73,41 a 88,80 a
10 66,88 b 70,25 b 66,49 b 43,79 ¢ 35,76 ¢
50 14,16 ¢ 12,77 ¢ 24,63 d 28,28 a 20,07 d
Proteazy [mg Tyrkg™ s.m..2 h™']
Proteases [mg Tyrkg™”' d.m.-2 h™"]
3,06 a 2,72 a 1,82 a 2,33 ¢ 2,24b
2,18b 2,35b 2,01 a 550a 3,99 a
10 1,97 b 1,42 ¢ 1,42b 3,09b 3,87a
50 1,58 ¢ 1,60 ¢ 0,85¢ 0,98 d 1,24 ¢

Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w obrgbie kolumn dla enzymu nie rdznig sig statystycznie
p <0,05).

Mean values denoted with the same letters within a column for enzyme do not differ statistically (p <0.05).

Wprowadzenie selenu do gleby zawierajacej benzyne w dawce 10 g'kg™' s.m. réwniez
spowodowato liczne wahania aktywnos$ci oznaczanych enzymoéw. Po aplikacji Se (IV)
stwierdzono stymulacj¢ aktywno$ci reduktazy azotanowej w 28. dniu do$wiadczenia
(IFg. 2,69), ureazy — od 7. dnia do konca trwania do§wiadczenia (/Fg, 1,12—1,73) oraz
proteaz w 7. dniu do$wiadczenia (IFg, 1,13). Z kolei dodatek Se (VI) zwigkszat w trakcie
trwania catego do$wiadczenia aktywnos$¢ reduktazy azotanowej (/Fg, 1,03-3,01) oraz
aktywnos¢ proteaz (IFg, 1,05-1,52). Aktywnos$¢ ureazy ulegta stymulacji jedynie w 56.
dniu do$wiadczenia (IFg, 1,53) (rys. 1C).

Dodatek selenu do gleby zawierajacej benzyng w dawce 50 gkg™' s.m. spowodo-
wal zwigkszenie aktywnos$ci oznaczanych enzymoéw. Wprowadzenie Se (IV) stymulo-
walo aktywno$¢ reduktazy azotanowej prawie przez caly czas trwania doswiadczenia
(IF, odpowiednio: 1,25-2,73) z wyjatkiem 7. dnia, aktywno$¢ ureazy w 1. i 14. dniu
doswiadczenia (IF, odpowiednio: 2,00 i 1,18) oraz aktywno$¢ proteaz we wszystkich
terminach pomiarow (/Fg, 1,03—1,48). Po aplikacji Se (VI) z kolei odnotowano pod-
wyzszenie aktywnosci reduktazy azotanowej we wszystkich terminach pomiarow (/F,
1,07-2,86), a takze aktywno$ci ureazy i proteaz od 7. dnia do konca trwania do§wiadcze-
nia (/Fg, odpowiednio: 1,161,661 1,11-1,41) (rys. 1D).
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Dzien do$wiadczenia — Day of experiment
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Indeksy oddziatywania selenu (/F,) na aktywno$¢ reduktazy azotanowej (NR), ureazy
(Ure) oraz proteaz (Prot) w glebie bez dodatku benzyny (A) oraz zawierajacej benzyng
w dawkach 2 (B), 10 (C) i 50 (D) g'kg ™' s.m.

Indices of selenium effect (/Fg.) on activity of nitrate reductase (NR), urease (Ure) and
proteases (Prot) in soil without gasoline (A) and in soil treated with gasoline at dosages
2 (B), 10 (C)i 50 (D) g'kg™' d.m.
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Wyniki analizy n* wykazaty, ze na aktywno$¢ oznaczanych enzyméw najwigkszy
wplyw miata dawka benzyny, a procentowy udziat tego czynnika na zmiany aktywnosci
reduktazy azotanowej, ureazy i proteaz wynosit odpowiednio: 88,66, 81,07 i 51,16%.
Jest to potwierdzeniem prowadzonych wczesniej badan nad oddzialtywaniem selenu
i innych dodatkéw modyfikujacych na aktywnos¢ enzymatyczng gleby zanieczyszczo-
nej substancjami ropopochodnymi [Kaczynska i in. 2015, Strek i Telesinski 2016a, c].
Procentowy udziat aplikacji selenu w ksztalttowaniu aktywnosci oznaczanych enzymow
byt zdecydowanie mniejszy niz benzyny. Jednakze w przypadku reduktazy azotanowej
i ureazy udziat tego czynnika byt wigkszy niz wptyw terminu analiz (tab. 2).

Tabela 2. Procentowy udzial czynnikéw doswiadczalnych w ksztattowaniu aktywnosci enzymow
przemian zwiazkow azotu w glebie

Table 2. Percentage participation of variable factors in the formation of enzymes involved in nitro-
gen transformations in soil

Czynnik Reduktaza azotanowa Ureaza Proteazy
Factor Nitrate reductase Urease Proteases
B 88,66 81,07 51,16
Se 3,21 4,32 2,73
D 2,55 1,94 26,74
B x Se 2,73 7,69 3,93
BxD 1,13 1,94 11,37
Se xD 0,84 1,66 1,41
B x Se x D 0,80 1,15 2,45
Btad — Error 0,08 0,25 0,20
WNIOSKI

1. Wprowadzenie do gleby benzyny w dawce 2 g-kg™' s.m. wywotato stymulacje ak-
tywnosci ureazy oraz reduktazy. Z kolei zanieczyszczenie gleby wigkszymi dawkami
benzyny inhibitowalo aktywno$¢ enzymdw przemian azotu w glebie lekkie;j.

2. Aplikacja Se (VI), spowodowata stymulacjg¢ aktywno$ci enzymoéw przemian
zwiazkow azotu, zwlaszcza w glebie zanieczyszczonej benzyna.

3. Zardéwno dodatek Se (IV), jak i Se (VI) w najwigkszym stopniu oddziatywat na
aktywno$¢ reduktazy azotanowe;.
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Ocena oddziatywania zwiqzkow selenu oraz benzyny na aktywnosé...

ASSESSMENT OF SELENIUM AND GASOLINE EFFECT ON ACTIVITY
OF SOME ENZYMES INVOLVED IN NITROGEN TRANSFORMATION IN SOIL

Summary. This paper describes the impact of selenium in two oxidation states (IV and
VI) and gasoline on activity of enzymes involved in nitrogen transformations in soil: ni-
trate reductase (EC 1.6.6.1), urease (EC 3.5.1.5) and proteases (EC 3.4.4.x). The experi-
ment was carried out in laboratory conditions on a soil material taken from the topsoil of
Brunic Arenosol. According to the classification of the United States Department of Ag-
riculture, it was soil with a granulometric composition of loamy sand with organic carbon
content of 8.7 g-kg ' d.m. and total nitrogen content 0.97 g'kg™' d.m. Different combina-
tions of selenic (IV) acid or selenic (VI) acid (the Se amount was 0.05 mmol-kg™") and
gasoline at the dosages of 2, 101 50 g-kg™! d.m. were added to soil samples. All samples
were adjusted to 60% of the maximum water holding capacity and stored at a temperature
of 20°C. Activity of nitrate reductase, urease and proteases was determined on days 1,
7, 14, 28 and 56 using spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu) in three repetitions. The
results were examined using Tukey’s HSD test (p <0.05) and two-way n*analysis. Basing
on obtained results there was also calculated influence factor of selenium. Which equals
to quotient of activity of enzyme in soil with selenium and activity in control sample or
with contamination. Soil treatment with gasoline at the dosage of 2 g-kg™! d.m. increased
activity of nitrate reductase and urease during whole experiment except day 1 for nitrate
reductase. Higher gasoline dosages caused inhibition of all measured enzymes. Applica-
tion of Se (VI) to soil contaminated with gasoline at dosage 10 g-kg™' d.m. caused stimu-
lation of nitrate reductase and proteases in all days of experiment. Selenium (IV) in soil
with gasoline at the dosage 50 g-kg™! d.m. caused stimulation of all measured enzymes
except day 1 for protease and urease. The n? analysis showed that gasoline had higher
effect on activity of assayed enzymes than selenium, and percentage participations of
this factors in the formation of nitrate reductase, urease and proteases were 88.66, 81.07
and 51.16%, respectively. Percentage participation of selenium effect was considerably
lower for all enzyme activities than gasoline impact.

Key words: selenium, gasoline, soil, nitrate reductase, urease, proteases
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