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W badaniach ekotoksykologicznych majqcych na celu ocene oddzialywania
statych hydrofobowych substancji organicznych niezbedne jest stosowanie roz-
puszczalnikow organicznych, ktore ze swej strony mogq wplhywaé na aktywnosé
biologicznq gleb. Oceniono oddziatywanie dwoch powszechnie stosowanych roz-
puszczalnikow (aceton i dichlorometan) na ogdlng i specyficznq aktywnosé mikro-
organizmow glebowych w zréznicowanych warunkach eksperymentalnych.
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WSTEP

Badania ekotoksykologiczne zmierzajace do oceny oddzialywania statych hydrofobowych
zanieczyszczen organicznych (np. wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne - WWA)
na mikrobiologiczne parametry glebowe wymagaja wprowadzania tych substancji do gleb
w formie roztwordw. Zwiazki te charakteryzuja si¢ bardzo niska rozpuszczalnoscia w wo-
dzie, niezbedne jest wige stosowanie rozpuszczalnikow organicznych. Dobor rozpuszczalnika
determinowany jest rozpuszczalnoscia dodawanego zwiazku oraz toksycznoscia i trwatoscia
rozpuszczalnika [23]. Idealny rozpuszczalnik to taki, ktory nie zmienia wtasciwosci dodawa-
nego zwiazku i struktury gleby, tatwo odparowuje z gleby lub ulega rozktadowi i nie wykazuje
wlasciwosci toksycznych w stosunku do mikroorganizméw glebowych [23]. Do wprowadza-
nia zwiazkoéw organicznych do gleb wykorzystywanych jest wiele rozpuszczalnikow m.in. ta-
kich jak: dichlorometan [17, 20, 22, 28], aceton [7, 17, 26, 29], cykloheksan [18], octan etylu
[14], toluen [23] i chloroform [5]. Rozpuszczalniki te z jednej strony moga stanowié¢ dodat-
kowe zrodio wegla dla mikroorganizmow wplywajac na wzrost ich aktywnosci i liczebnosci,
a z drugiej moga oddziatywac toksycznie [1]. Toksyczne oddziatywanie rozpuszczalnikow
organicznych w glebie moze zaciera¢ efekty powodowane przez badane zwiazki organiczne,
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a przez to utrudnia¢ interpretacj¢ wynikow. Niestety, informacje z zakresu wplywu rozpusz-
czalnikéw na mikroorganizmy glebowe sa bardzo ograniczone [3, 22, 28].

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wplywu wybranych rozpuszczalnikow orga-
nicznych na aktywno$¢ mikroorganizmoéow glebowych. Wytypowano dwa najczgsciej stosowa-
ne rozpuszczalniki o zréznicowanych wiasciwosciach: dichlorometan i aceton. Dichlorometan
jest zwiazkiem niepolarnym, hydrofobowym, bardzo lotnym, po dodaniu do gleby wilgotnej
nie miesza si¢ z woda [26], z gleby suchej szybko odparowuje moze by¢ jednak toksyczny
dla bakterii glebowych. Aceton (2-propanon) jest wysoce polarng ciecza o stosunkowo silnych
wiasciwosciach toksycznych. Dobrze miesza si¢ z woda, wydaje si¢ wigc by¢ doskonatym roz-
puszczalnikiem do stosowania w wilgotnych glebach, niemniej, w niektérych warunkach moze
wplywac niekorzystnie na strukturg gleby i powodowac jej pgcznienie [2, 26].

Oddziatywanie rozpuszczalnikéw oceniano na podstawie pomiarow aktywnosci dehydro-
genaz (enzymow wewnatrzkomorkowych z grupy oksydoreduktaz) oraz aktywnosci bakterii
nitryfikacyjnych. Aktywnos¢ DH jest wskaznikiem potencjalnej aktywno$ci mikroorgani-
zmow 1 odzwierciedla cala fizjologicznie aktywna biomas¢ mikroflory glebowej wlaczajac
w to zarowno bakterie, jak i grzyby [27]. Degradacja dehydrogenaz w glebie nast¢puje bardzo
szybko po obumarciu komorek i nie ulegaja one w glebie akumulacji [25, 27]. Oznaczenia
DH sa rzadko stosowane w ocenie bezwzglednej aktywnosci mikroflory glebowej, ze wzgle-
du na problemy metodyczne, natomiast czgsto pomiar ten wykorzystywany jest w badaniach
ekotoksykologicznych [20, 27]. Potencjat nitryfikacji odzwierciedla aktywno$¢ specyficznej
grupy mikroorganizmow glebowych — bakterii utleniajacych amoniak przeprowadzajacych
pierwszy etap nitryfikacji autotroficznej w glebie i szczegolnie wrazliwych na zmiany stanu
srodowiska [8]. Parametr ten jest zalecany do badan oddziatywania substancji szkodliwych
w $rodowisku glebowym [8, 11].

Ze wzgledu na bardzo zrdéznicowane warunki stosowane powszechnie w testach ekotoksy-
kologicznych w przeprowadzonych badaniach uwzglgdniano zardwno wlasciwosci materiatu
glebowego jak roznice w warunkach doswiadczen.

MATERIAL I METODY

Badania laboratoryjne obejmowaty trzy serie doswiadczen, w ktorych wpltyw rozpuszczalnikow na
aktywno$¢ mikrobiologiczng oceniano z uwzglednieniem zréznicowanych czynnikoéw takich jak: czas
oddziatywania, rodzaj rozpuszczalnika oraz wtasciwosci gleb — Tabela 1.

Materiat glebowy

Wykorzystany w do$wiadczeniach material glebowy pobrano z poziomu orno-prochnicznego
(0 — 20 cm) gleb uzytkowanych rolniczo z terenow wojewodztwa lubelskiego oddalonych od Zrddet
emisji zanieczyszczen, a w jednym przypadku (gleba N3) z terenu wojewddztwa §laskiego z potudnio-
wo-zachodniej cze$ci Gornoslaskiego Okregu Przemystowego. Pobrane probki gleb po przetransporto-
waniu do laboratorium wysuszono na powietrzu w temperaturze pokojowej w ciemnosci, wymieszano
starannie i przesiano przez sito ¢<0.02 mm. Otrzymany materiat glebowy przechowywano w tempe-
raturze ok. 18 * 2°C przez okres nie przekraczajacy 6 miesiecy przed wykonaniem dalszych badan.
W celu okreslenia biologicznych wtasciwosci gleb pobierano pod-probki swiezych gleb natychmiast po
ich przetransportowaniu do laboratorium i przechowywano je w ciemnosciach w temperaturze 4 + 2°C
(w lodoéwce) przez okres nie przekraczajacy 1 miesiaca .
Rozpuszczalniki
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Tabelal.  Uktad i warunki do§wiadczen (temperatura - 20+2 sC; wilgotno$¢ gleby - 60 % pelnej
pojemnosci wodnej).
The scheme of the experiments (temperature - 20+2 sC; soil humidity - 60 % full water

capacity)

Parametr Seria | Seria II Seria 11

a b
Gleby (symbol) NI, N2 N3, N4 N5, N6, N7 N6, N7
Rozpuszczalnik aceton aceton; dichloro- dichlorometan

metan

Metoda dodawania roz-  1-stopniowa; 1-stopniowa; 1-stopniowa; 2-stopniowa;
puszczalnika gleba wilgotna gleba sucha gleba wilgotna gleba sucha
llos¢ rozpuszezalnika ¢ 55 75 125 0,20, 60,180 0, 10,20, 60, 180 20
(cm’"kg™)
Czas inkubacji (dni) 7; 30 7 15
Cza.s aktywacji wstepnej 14 . 14 )
(dni)
Mierzony efekt DH DH PN

DH - aktywnos$¢ dehydrogenaz, PN - potencjat nitryfikacji

W badaniach zastosowano dwa rozpuszczalniki o czystosci 99,5 % firmy POCH S.A. Gliwice o na-

stepujacych wlasciwosciach

- Aceton - CO(CH,), — masa molowa 58,08 g'mol", temperatura wrzenia 56°C, ggstos¢ 0,79 grem?
i nicograniczona rozpuszczalno$é w wodzie (0);

- Dichlorometan — CH,CI, - masa molowa 84,93 g'mol’', temperatura wrzenia 40°C, gestos$¢ 1,32
g-cm? i rozpuszczalno$¢ w wodzie 20 g'dm.

Metody analityczne
Oznaczenia fizykochemicznych wtasciwosci gleb

Podstawowe wtasciwosci fizyko-chemiczne gleb (Tabela IT) oznaczano wedtug metod powszechnie
stosowanych w laboratoriach stacji chemiczno-rolniczych [24].

Oznaczenia aktywnos$Sci mikrobiologicznej

Aktywno$¢ dehydrogenaz (DH) okreslano metoda Casidy i in. [4] przy wykorzystaniu chlorku trife-
nylotetrazolu jako akceptora elektronow. Powstajacy trifenyloformazan (TPF) ekstrahowano etanolem
i intensywno$¢ czerwonej barwy roztworu mierzono przy dtugosci fali 485 nm na spektrofotometrze
Beckman DU-68.

Potencjat nitryfikacji (PN) oznaczono zgodnie z zmodyfikowana metodyka ISO/DIS 15685 [9],
wedhug ktorej do oceny potencjalnej aktywnosci bakterii nitryfikujacych wykorzystywany jest pierwszy
etap nitryfikacji (utlenianie amoniaku). Do probek gleby zbuforowanej do pH 7,2 dodawano siarczanu
(VI) amonu jako substratu dla bakterii ,,nitroso”. Powstajace w wyniku aktywnosci bakterii azotany (I1I)
oznaczano po 6 godzinach inkubacji probek glebowych w temperaturze 20+£2°C poprzez pomiar inten-
sywnosci purpurowej barwy przy dtugosci fali 543 nm na spektrofotometrze Beckman DU-68.

Intensywno$¢ oddychania (IR) w I i II Serii doswiadczen okreslano wedtug metody Jenkinsona
i Powlsona [12] przez inkubowanie probek glebowych przez 10 dni w zamknigtych pojemnikach zawie-
rajacych naczynka z 0,5 M NaOH wiazacym wydzielajacy sig CO,; nadmiar NaOH zobojgtniano 0,25
M HCI. Natomiast w III Serii badan parametr ten mierzono zgodnie z metodyka podana w normie ISO
16072 [10].
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Tabela II.  Charakterystyka materiatu glebowego
Characteristic of soil material

e Gleby
Whasciwosei Seria [ Seria I1 Seria 11
gleby
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7
skt. granul. * glp gs gl gl glp pel pgl
fr <0,02 mm ® 33 46 23 29 33 14 15
ore 15,3 15,3 59,3 16,8 15,3 6,3 7,2
pH,, 7 6,9 5,9 6,6 7 5,4 5,5
N, ¢ 0,099 0,114 0,12 0,118 0,099 0,070 0,100
DH*® 113,3 119,1 23,1 80,2 95,5 38,0 9,4
IR 89,5 f 16531 7431 109,8 f 4,1¢ 4,6 ¢ 2,9¢

*/sktad granulometryczny - texture;

b/ zawarto$¢ frakcji o ,< 0,02 mm — content of the fraction ,< 0,02 mm (%);

¢/ zawarto$¢ wegla organicznego — organic carbon content (g-kg™);

4/ zawarto$¢ azotu ogolnego - total nitrogen content (%);

¢/ aktywno$¢ dehydrogenaz — soil dehydrogenases activity (ug TPF g's.m. gleby — d.w.soil);

7/ intensywno$¢ oddychania - intensity of respiration (ug CO, g''dw 10 days™) wg metody Jenkinson
i Powlson (1976);

¢/ intensywno$¢ oddychania - intensity of respiration (ug CO, g''dw h') wg metody ISO 16072 (2002).

Sposdob prowadz enia doswiadczen
Seria I
W I Serii badan oceniano wptyw acetonu na aktywnos¢ dehydrogenaz w glebach poddanych wstep-
nej aktywacji. Suche probki gleb (120 g) umieszczano w szklanych zlewkach, doprowadzano do pozio-
mu wilgotnos$ci 60 % ppw 1 przechowywano w temperaturze pokojowej (20+2s C) przez okres 14 dni
w celu reaktywowania aktywnosci biologicznej (aktywacja wstgpna). Nastgpnie do kazdej (wilgotnej)
probki dodawano, starannie mieszajac, aceton w ilosci 1, 3, 9, 15 cm® na 120 g gleby tj. 8, 25, 75,
125 cm*kg!. Probki gleb inkubowano w temperaturze pokojowej przez okres 30 dni utrzymujac staty
poziom wilgotno$ci 60 % ppw. Aktywnos¢ biologiczng gleb okreslano po 7 i 30 dniach inkubacji na
podstawie oznaczen aktywnos$ci dehydrogenaz.
Seria I1
W I Serii porownywano wptyw acetonu i dichlorometanu na aktywno$¢ dehydrogenaz wprowadzajac
obydwa rozpuszczalniki do gleb bez wstepnej aktywacji. Do suchych probek gleb (50 g) dodawano aceton
lub dichlorometan w ilosci 1, 3, 9 cm® na 50 g gleby tj. 20, 60, 180 cm*kg™!i pozostawiano na 24 h w celu
ich odparowania. Po uptywie doby probki gleb uwilgotniano do poziomu 60 % ppw i inkubowano przez
okres 7 dni w temperaturze 2042 sC. Po tym czasie oznaczano aktywnos$¢ dehydrogenaz.
Seria 111
W I Serii badan okreslano wptyw dichlorometanu na aktywno$¢ bakterii nitryfikacyjnych w prob-
kach gleb aktywowanych wstgpnie i nieaktywowanych przy wykorzystaniu zréznicowanych metodyk
dodawania rozpuszczalnika.
a) Do wilgotnych prébek gleb (200 g), poddanych uprzednio wstgpnej aktywacji w warunkach opi-
sanych dla I Serii, wprowadzono dichlorometan w ilosci 2, 4, 12, 36 cm® na 200 g gleby tj. 10, 20,
60, 180 cm*kg'! i inkubowano je przez kolejne 15 dni w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
oznaczano aktywnos$¢ nitryfikacji.
b) Do suchych probki gleb (bez aktywacji wstgpnej) dodawano dichlorometan w ilosci 2 cm®na 100 g
gleby czyli 20 cm® kg przy zastosowaniu metody stopniowego dodawania rozpuszczalnika. Prob-
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ke podzielono na 2 czg$ci w stosunku wagowym 1:4; do 20 g gleby dodano rozpuszczalnik i pozo-
stawiano na dobg (w ciemnosci w temperaturze pokojowej) w celu jego odparowania, nastgpnie
dodano pozostata czes¢ probki (80 g). Calos¢ starannie wymieszano, inkubowano przez okres 15
dni w temperaturze pokojowej i oznaczano aktywnos$¢ nitryfikacji.

W kazdej serii do§wiadczen kontrolg stanowity gleby bez dodatku rozpuszczalnika.

Ocena statystyczna

Wyniki oznaczen aktywnosci biologicznej wyrazano jako $rednia arytmetyczna. Oceny wptywu
badanych czynnikdw na mierzone parametry dokonywano porownujac odchylenia standardowe (Seria
I 1 II) lub w oparciu o analiz¢ wariancji szacujac istotno$¢ roznic na poziomie o < 0,05 (ANOVA, test
LSD). Zalezno$ci pomigdzy oznaczanymi parametrami opisywano rownaniami regresji liniowej. Stoso-
wano program komputerowy Statgraphics Centurion wersja XV.

WYNIKI

Materiaty glebowe wykorzystywane w kazdej serii badan charakteryzowaty si¢ zroz-
nicowanymi wlasciwosciami — Tabela II. Gleby w pierwszej serii doswiadczen pochodzity
z terendw nie zanieczyszczonych. Obydwie gleby (N1 - glina lekka pylasta i gleba N2 - glina
srednia) charakteryzowaty si¢ niska zawarto$cia wegla organicznego (€, =153 g'kg)iod-
czynem oboj¢tnym, natomiast roznity si¢ wlasciwosciami biologicznymi (gleba N2 byta ak-
tywniejsza mikrobiologicznie niz gleba N1). Materiat glebowy w Serii II pochodzit z dwoch
gleb pobranych z terendw o zrdznicowanym stopniu narazenia na imisj¢ zanieczyszczen.
Gleba N3 (glina piaszczysta) pochodzita z terenow uzytkowanych rolniczo z rejonu Gérnego
Slaska, za$ gleba N4 (glina lekka) z terendéw rolniczych okolicy Putaw. Gleba N3 charakte-
ryzowala si¢ wysoka zawartoscia C,, (59,3 g'kg"), lekko kwasnym odczynem i niska aktyw-
no$cia mikrobiologiczna. W glebie N4 natomiast zawarto$¢ wegla organicznego wynosita
16,8 g'kg', zas pH, = 6,6. Gleba ta wykazywata natomiast dwukrotnie wyzsza aktywnos¢
biologiczna niz gleba N3. W III Serii doswiadczen wykorzystano materiat glebowy z terenéw
nie zanieczyszczonych. Gleby N6 i N7, o sktadzie granulometrycznym piasku gliniastego lek-
kiego, charakteryzowaly si¢ bardzo niska zawarto$cia wegla organicznego (odpowiednio 6,3

Tabela III. Wplyw acetonu na aktywnos$¢ dehydrogenaz w glebach po 7 i 30 dniach inkubacji probek
aktywowanych wstepnie przez okres 15 dni
The effect of acetone on the activity of dehydrogenases after 7 and 30 days of incubation
of soil samples pre-activated during 15 days)

Zawarto$¢ acetonu * DH (ug TPF-g's.m.)
(em* kg™) gleba N1 gleba N2
7 dni 30 dni 7 dni 30 dni
0 (kontrola) 145,5° 111,42 165,7 115,9°
8 136,6° 107,4* 114,3% 87,8°
25 104,1¢ 84,5° 102,7¢ 61,8
75 97,9 65,3¢ 106,5¢ 74,84
125 83,9¢ 57,3¢ 97,0¢ 38,0°

Warto$ci oznaczone w kolumnach tymi samymi literami nie r6znia si¢ od siebie w sposob istotny (ocena
na podstawie wartosci odchylenia standardowego).
*/ warto$ci nominalne (ilo$¢ wprowadzona do gleby)
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17,2 g'kg?), kwasnym odczynem i niska aktywnoscig biologiczna. Najwyzsze wartosci DH
odpowiadaty glebie N5 (glina lekka pylasta, C 15,3 g'kg!,ipH, . =7), gdzie aktywnos¢
dehydrogenaz byta nawet 10-krotnie wyzsza niz w glebie N7.

W Serii I doswiadczen oceniano wptyw acetonu na aktywno$¢ DH w glebach wstegpnie
aktywowanych przez okres 14 dni przy zréznicowaniu dwoch czynnikow: wlasciwosci gleb
(2 gleby) i czasu kontaktu rozpuszczalnik-gleba (7 i 30 dni). Juz po 7 dniach po wprowadze-
niu do obu wilgotnych (60 % ppw) gleb najnizszej dawki acetonu (8 cm?®-kg™') zaobserwowa-
no istotna inhibicj¢ aktywnosci dehydrogenaz; w glebie N2 o0 31 %, a w glebie N1 tylko 0 6 %
(Tabela III). Wydtuzenie czasu inkubacji z 7 do 30 dni wptyngto na zmniejszenie bezwzgledne;j
aktywnosci DH (do 60-80 %), zarowno w glebach kontrolnych jak i w glebach z dodatkiem
acetonu — Tabela III. Rownoczesnie zwigkszyt si¢ (chociaz czasami w niewielkim stopniu)
wplyw acetonu na wzglgdna aktywnos¢ DH szczego6lnie przy wyzszych poziomach rozpusz-
czalnika (> 25 cm*kg™") — Ryc. 1. I tak przy najwyzszej dawce acetonu 125 cm*'kg! warto$é
DH dla gleby N2 po 7 i 30 dniach oddziatywania rozpuszczalnika wynosita odpowiednio 58
i 33 % kontroli. Pomimo niewielkich réznic w wiasciwosciach obu gleb (Tabela II), bardziej
aktywna biologicznie gleba N2 o wigkszej zawartosci frakcji sptawialnej charakteryzowata
si¢ wicksza podatnoscia na wptyw acetonu niz gleba N1. Rdéznice te uwidaczniaty si¢ szcze-
gblnie w warunkach silniejszego stresu; przy najwyzszym poziomie acetonu i po czasie 30
dni warto$¢ DH dla gleby N1 wynosita 51 % , a dla gleby N2 — 33 % kontroli.

KCl

Tabela IV. Ocena wptywu acetonu i dichlorometanu na aktywnos¢ dehydrogenaz w glebach nie akty-
wowanej wstepnie.
Assessment of the effects of acetone and dichloromethane on the activity of dehydrogena-
ses in soils without pre-activation treatment.

Zawarto$¢ acetonu * DH (ug TPF-g's.m. )
(em* kg™) gleba N3 gleba N4
aceton dichlorometan aceton dichlorometan
0 (kontrola) 40,6 40,6 93,42 93,42
20 38,12 35,70 95,5° 94,7°
60 24,6° 25,3b 49,90 72,4°
180 19,9¢ 19,2¢ 43,20 54,2¢

Wartosci oznaczone w kolumnach tymi samymi literami nie r6znia si¢ od siebie w sposob istotny (ocena
na podstawie odchylenia standardowego).
*/ warto$ci nominalne (ilo$¢ wprowadzona do gleby)

W Serii II do§wiadczen poréwnywano wpltyw dwoch rozpuszezalnikéw, acetonu i dichlo-
rometanu na aktywno$¢ dehydrogenaz przy zréznicowanych wiasciwosciach materiatu gle-
bowego. Dla zréznicowania warunkow doswiadczalnych, w tej serii badan rozpuszczalniki
wprowadzano do gleb suchych, bez aktywacji wstepnej. Przy najnizszym zastosowanym stg-
zeniu 20 cm*kg! zaden z rozpuszczalnikow nie wptywat na aktywno$¢ DH lub powodowat
nieznaczng stymulacj¢ tego parametru - Tabela IV. Pierwsze efekty toksyczne rozpuszczalni-
kow (53 — 77 % kontroli) zaobserwowano przy poziomie 60 cm* kg™ - Tabela IV, Rycina 2.
Dalszy wzrost zawartosci zarowno acetonu, jak i dichlorometanu do poziomu 180 cm*'kg!
powodowat spadek aktywnosci DH do okoto 50 % kontroli - Ryc 2. Rdznice pomigdzy od-
dzialywaniem acetonu i dichlorometanu byty $cisle uzaleznione od wtasciwosci gleb: w bar-
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Ryc. 1. Wzgledna aktywnos$¢ dehydrogenaz (DH) po 7 i 30 dniach oddziatywania acetonu w glebach

N1 i N2 (kontrola=100%) — Seria 1.

Relative activity of dehydrogenases (DH) after 7 and 30 days of incubation of soils N1 and N2

amended with acetone - Series I.

dziej aktywnej biologicznie glebie N4 o nizszej zawartosci Co (Tabela IT) wplyw acetonu byt
wyraznie silniejszy i ksztaltowal si¢ na tym samym poziomie, co w glebie N3, gdzie rdznice
pomigdzy oddziatywaniem obu rozpuszczalnikéw byly minimalne - Rycina 2.

Na podstawie danych przedstawionych na Rycinach 1 i 2 wyznaczono odpowiednie row-
nania regresji liniowej opisujace zaleznos¢ wzglednych wartosci DH od zawartosci rozpusz-
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Ryec. 2.

Wzgledna aktywno$¢ dehydrogenaz (DH) po 7 dniach inkubacji gleb N3 i N4 z dodatkiem

acetonu (Ace) i dichlorometanu (ChMe) (kontrola=100%) — Seria II.
Relative activity of dehydrogenases (DH) after 7 days of incubation of soils N3 and N4 amen-
ded with acetone (Ace) and dichloromethane (ChMe) (control — 100%) — Series II.
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czalnika w glebie. Dla odpowiednich kombinacji rozpuszczalnik/gleba miaty one formy:
aceton/N3: -20,39 Ln(x)+151 (R? 0.92), aceton/N4: -25,48 Ln(x)+171 (R? 0.84), dichloro-
metan/N3 —18,48 Ln(x)+141 (R? 0.97) i dichlorometan/N4: -0,25x+100 (R? 0.89). Réwnania
te pozwolity na obliczenie wzglednych wartosci DH dla gleb N3 i N4 przy zawartosciach
acetonu i dichlorometanu 20 cm*kg! i 60 cm*'kg! odpowiadajacych maksymalnym dawkom
stosowanym w innych badaniach [15, 17, 26]. Na podstawie tych warto$ci wyznaczono odpo-
wiednie stopnie hamowania DH zgodnie z rownaniem [20]: SH = (DH-pr /DH-k— 1) x 100 %,
gdzie: SH — stopien hamowania, DH-pr — DH probki, DH-k — DH kontroli. Wyniki poréwna-
ne na Rysunku 3 wskazuja na tendencjg silniejszej zaleznosci oddziatywania dichlorometanu
od wilasciwosci gleb, niz w przypadku acetonu.

50 -
40 + 60 cm*kg™ 20 cm®kg™!
30 -
20 -

Aceton Dichlorometan Aceton Dichlorometan

UEI

DH (% hamowania)

N3 N4 N3 N4 N3 N4 N3 N4

Ryc. 3.  Stopien hamowania aktywnos$ci dehydrogenaz (DH) przy stgzeniu acetonu i dichlorometanu
60 cm’- kg'i20 cm® kg! po 7 dniach oddziatywania rozpuszczalnikow w glebach N3 i N4
Inhibition of dehydrogenases activity (DH) at the concentration of acetone and dichlorometh-
ane of 60 cm* kg' i 20 cm* kg after 7 days of incubation of soils N3 and N4.

W celu oceny wptywu wstepnej aktywacji gleb na oddziatywanie rozpuszczalnikéw na ak-
tywno$¢ mikrobiologiczna gleb poréwnano wyniki uzyskane w I i II Serii badan dla acetonu
po 7 dniach inkubacji wyznaczajac krzywe regresji linowej opisujace wyniki zbiorcze dla obu
gleb w kazdej serii: regresja logarytmiczna dla gleb N1+N2 w serii | i regresja kwadratowa
dla gleb N3+N4 w Serii I — Rycina 4. W obu przypadkach wyznaczone rownania objasniaty
82 % zmiennosci wynikow. Przebieg krzywych nie wskazuje na znaczacy wptyw wstgpnego
aktywowania gleb na oddziatywanie acetonu na warto§¢ DH, niemniej przy niskich dawkach
rozpuszczalnika (<70 cm’kg') mozna zaobserwowac tendencjg silniejszego jego oddziatywa-
nia w glebach nie aktywowanych, gdzie aceton wprowadzano do gleby suchej. Porownanie
wynikéw dla poszczegoélnych gleb (np. gleb N2 i N4 o zblizonych wtasciwosciach) takze
wskazuje na stabsze oddzialywanie acetonu w glebach nie aktywowanych (po 7 dniach inku-
bacji w glebie N2 pierwszy efekt przy 8 cm*-kg!, a w glebie N4 — przy 60 cm*-kg™).
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Ryc. 4. Regresje liniowe opisujace wplyw acetonu na wzgledna aktywno$¢ dehydrogenaz (DH)
w glebach aktywowanych wstgpnie (N1+N2) i nie aktywowanych (N3+N4). Czas inkubacji 7

dni.
Linear regressions describing effect of acetone on the dehydrogenases activity in soils pre-
activated (N1+N2) and without pre-activation treatment (N3+N4) after 7 days incubation

W Serii III doswiadczen oceniano oddziatywanie dichlorometanu na aktywno$¢ bakterii
nitryfikacyjnych w glebach wstegpnie aktywowanych przez okres 14 dni (I1la) i w glebach nie
aktywowanych (IIIb). W wszystkich glebach poddanych aktywacji wstgpnej istotne zmniej-
szenie wartosci PN po 15 dniach oddziatywania dichlorometanu nastapito juz przy najniz-
szym zastosowanym st¢zeniu 10 cm’-kg' — Tabela V. Toksyczny wplyw rozpuszczalnika byt
najsilniejszy w glebie N5, w ktorej stwierdzono 92 % (w stosunku do kontroli) obnizenie
aktywnosci bakterii nitryfikacyjnych w stosunku do 33 % i 29 % odpowiednio w glebach

Tabela V.  Wplyw dichlorometanu na potencjat nitryfikacji (Seria Illa - gleby aktywowane wstgpnie,
jednostopniowe dodawanie rozpuszczalnika, Seria IIIb - gleby nie aktywowane wstepnie,
dwustopniowe dodawanie rozpuszczalnika).

The effect of dichloromethane on the potential of nitrification (Series Illa —soil pre-activa-
ted, one-step solvent addition, Series I1Ib — soils without pre-activation treatment, two-steps
solvent addition)

Zawarto$¢ dichlorometanu * PN (ugNO, g's.m.)
(em* kg™ Seria I1I a Seria I11 b
N5 N6 N7 N6 N7

0 (kontrola) 2,61° 0,12¢ 0,65¢ 1,41° 0,48
10 0,21° 0,04° 0,19° - -
20 0 0 0 1,43 0,47
60 0 0 0 - -
180 0 0 0 - -

*/ warto$ci nominalne (ilo$¢ wprowadzona do gleby) ; - ) nie badano.
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N6 i N7 - Rycina 4. Wzrost ilo$ci dodawanego rozpuszczalnika do poziomu 20 cm*kg™!' po-
wodowal calkowite zahamowanie aktywnoS$ci bakterii utleniajacych amoniak. Natomiast ta
sama dawka dichlorometanu wprowadzona stopniowo do suchych gleb nie aktywowanych
nie powodowata efektow toksycznych; nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian w ak-
tywnosci bakterii nitryfikacyjnych w stosunku do kontroli - Tabela V.

100 B

PN (% kontroli)
—
5

-
I

0 \ \ ‘
0,1 1 10 100 1000

Stezenie (cm3 kg'1)

‘ ——N5-ChMe-15  —¥——N6-ChMe-15 - - ©- - N7-ChMe-15

Ryc. 5. Wzgledny potencjal nitryfikacji (PN) po 15 dniach inkubacji z dodatkiem dichlorometanu
(kontrola = 100%) — Seria Illa.
Relative potential of nitrification (PN) in soils amended with dichlorometane after 15 days of
incubation of soils amended with dichloromethane (control = 100%) — Series IIla.

DYSKUSJA

Z przeprowadzonych badan wynika, ze przecigtnie stosowane w badaniach ekotoksyko-
logicznych [6, 15, 16, 17, 28] ilosci rozpuszczalnikéw (2025 cm*kg') moga wptywac ne-
gatywnie na og6lng aktywnos¢ mikroorganizmow glebowych; w zaleznosci od warunkow
doswiadczalnych i1 wtasciwosci gleb pierwsze efekty byly obserwowane w zakresie 8 — 60
cm?®kg!) - (Tabele I111 IV). Stad obserwowana w wielu badaniach tendencja do zmniejszania
ilodci rozpuszczalnikow, szczegdlnie dla substancji o wyzszej rozpuszczalnosci, do dawek
nie przekraczajacych 5 cm?-kg' [16, 28]. Jednak wprowadzanie zwiazkow w tak matych ob-
jetosciach rozpuszczalnika moze powodowaé niewystarczajaca homogenicznos¢ probek oraz
stwarza¢ problemy przy przygotowywaniu roztworow zwiazkow, zwlaszcza przy ich wyso-
kich stezeniach [7, 23].

Aktywnos$¢ specyficznych bakterii utleniajacych amoniak byta czulszym wskaznikiem
zanieczyszczenia gleb rozpuszczalnikami niz ogdélna aktywno$¢ dehydrogenaz (Tabele I1I -
V), co potwierdza opinie o duzej przydatnosci oznaczen potencjatu nitryfikacji w badaniach
ekotoksykologicznych [8, 11, 25, 29].

Informacje z zakresu oddzialywania rozpuszczalnikéw na mikroflorg glebowa sa dos¢
ograniczone, co utrudnia poréwnanie uzyskanych wynikow z rezultatami innych autorow.
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Brinch i in. [3] wykazali, ze dichlorometan przy poziomie 25 cm*kg! zmniejsza liczebnos¢
bakterii o okoto 20 % silniej niz aceton. Kanazawa i Filip [13] zauwazyli, ze dodanie do gle-
by dichlorometanu w ilosci 20 cm’*kg™ hamowato aktywno$¢ bakterii utleniajacych NH,, ale
nie wywierato wplywu na szczepy przeprowadzajace rozktad glukozy i naftalenu. Miller i in.
[1997] zanotowali 60—80 % hamowania procesu nitryfikacji w glebie zawierajacej 10 cm* kg
! dichlorometanu. Podobny poziom zaobserwowat oraz Crawford i Chalk [6] w glebie z do-
datkiem acetonu w ilo$ci 25 cm*kg™!. Natomiast Sverdrup [29] nie zauwazyla istotnej roznicy
w aktywnosci nitryfikacji pomiedzy probkami z dodatkiem acetonu w ilosci 200 cm?kg™!,
a gleba nie zawierajaca rozpuszczalnika.

Jednym z istotnych probleméw przy porownywaniu wynikéw badan ekotoksykologicz-
nych jest stosowanie przez roznych autorow zréznicowanych warunkow doswiadczen, takich
jak np. czas kontaktu organizm-zanieczyszczenie. Zaobserwowany ogolny spadek aktywnosci
mikrobiologicznej gleb przy dtuzszych czasach ich inkubacji w warunkach laboratoryjnych
bez uzupetniania substancji odzywczych (Tabela I1I, Ryc. 1) jest zjawiskiem notowanym czg-
sto [6, 8, 15]. Towarzyszacy mu spadek odpornosci mikrobiologicznej na oddziatywanie ace-
tonu moze by¢ zwiazany z kumulowaniem si¢ warunkéw stresowych (niedobdr sktadnikéw
pokarmowych i obecnos$¢ zanieczyszczenia) lub obumieraniem mniej odpornych mikroorga-
nizmoéw [6, 22, 29]. Poniewaz niewatpliwie w tym samym czasie nastgpuje znaczny spadek
zawartosci acetonu w glebie (np. w wyniku parowania z woda lub degradacji chemiczne;j
i bioologicznej [19], stad roznice obserwowane byly gtéwnie przy wysokich poziomach roz-
puszczalnika. Przedtuzone dziatanie rozpuszczalnikow po ich jednorazowym wprowadzeniu
do gleb obserwowano rowniez w innych pracach. Kanazawa 1 Filip [13] wskazywali na tok-
syczny wplyw rozpuszczalnikow na aktywno$¢ enzymow B-glukozydazy i proteinazy po 28
dniach ich oddziatywania, a Brinch i in. [3] zauwazyli oddziatywanie rozpuszczalnikow na
liczebnos¢ bakterii nawet po 33 dniach. Uzyskane dane potwierdzaja wczesniejsze obserwa-
cje autorow [15], ze mikrobiologiczne testy ekotoksycznosci w warunkach laboratoryjnych
nie powinny przekracza¢ okresu 7-15 dni.

Wstepna aktywacja gleb, stosowana dos$¢ czgsto w badaniach oddzialywania zanieczysz-
czen na mikroorganizmy glebowe, wskazywata na stabsze oddziatywanie acetonu na aktyw-
no$¢ dehydrogenaz (przy nizszych poziomach rozpuszczalnika —Ryc. 4) oraz dichlorometanu
na aktywno$¢ bakterii nitryfikacyjnych (Tabela V) w glebach nie aktywowanych. Uzyskany
material doswiadczalny wydaje si¢ jednak wskazywaé, ze sam proces aktywacji mikroor-
ganizmow nie odgrywal w tym przypadku decydujacej roli. W przypadku acetonu istotne
znaczenie moze tu mie¢ fakt, ze w glebach nie aktywowanych aceton wprowadzano do gleby
suchej (w przeciwienstwie do gleb aktywowanych uwilgotnionych na poziomie 60 % ppw),
z ktorych rozpuszczalnik ten ulatniat si¢ tatwiej. Natomiast dodanie dobrze rozpuszczalnego
w wodzie acetonu do gleby wilgotnej (Seria I) moglo zwigksza¢ jego biodostgpnosé dla mi-
kroorganizméw glebowych i intensyfikowac negatywny wplyw na aktywno$¢ dehydrogenaz
[2]. Przy wyzszych zawarto$ciach acetonu, udzial strat przez ulatnianie byt najprawdopo-
dobniej mniejszy. W drugim przypadku (efekt dichlorometanu na PN) decydujacym czynni-
kiem byt najprawdopodobniej sposob dodawania rozpuszczalnika. Dichlorometan dodany do
matej pod-probki gleby odparowywat przez okres 1 doby i nast¢gpne wymieszanie tej porcji
z pozostala czgScia probki nie powodowalo juz reakcji nawet tak czutych mikroorganizmow
jak bakterie nitryfikacyjne. Obnizenie toksycznosci dichlorometanu dodawanego do gleb su-
chych mogto by¢ takze zwiazane z silng sorpcja rozpuszczalnika i zmniejszeniem jego biodo-



94 A. Klimkowicz-Pawlas, B. Maliszewska-Kordybach Nr1

stgpnosci [22]. Dwustopniowy sposob wprowadzania roztworéw zwiazkéw organicznych do
gleb byt zalecany i stosowany w innych pracach [3, 15, 17, 20, 22, 23].

Charakterystyka gleb wplywata na oddzialywanie rozpuszczalnikow (Tabela IIT , Ryc. 3),
chociaz w przeprowadzonym zakresie badan trudno bylo ustali¢ istotne zaleznosci migdzy
wlasciwosciami gleb 1 oddziatywaniem zwiazkoéw organicznych takich acetonu lub dichlo-
rometan. Obszerniejsze informacje z zakresu powiazania podatnosci gleb na ekotoksyczne
oddziatywanie zanieczyszczen organicznych z ich wiasciwosciami przedstawiono w wczes-
niejszych publikacjach [16, 19, 20, 21].

Zaobserwowany wzrost aktywno$ci DH przy niskich st¢zeniach dichlorometanu (Tabe-
la IV, Ryc. 2) moze wskazywaé, ze dichlorometan w niewielkiej dawce moga by¢ wykorzy-
stywane przez mikroorganizmy glebowe jako zrodto wegla i energii [1, 6]. Ponadto obecno$é
rozpuszczalnikdw moze przyczyniac¢ si¢ do zwigkszenia rozpuszczalno$ci wegla organicz-
nego zawartego w glebach, a tym samym zwigkszenia jego biodostgpnosci dla mikroorgani-
zmow [6].

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Rozpuszczalniki takie jak aceton i dichlorometan moga oddziatywac negatywnie na ak-
tywnos$¢ mikroorganizmoéow glebowych w ilo$ciach stosowanych powszechnie w badaniach
ekotoksykologicznych (10 — 20 cm®kg™"). Ich wptyw na aktywno$¢ bakterii glebowych jest
uzalezniony zarowno od wlasciwo$ci materiatu glebowego jak i od warunkow doswiadczenia
(czas kontaktu, wstepna aktywacja, wilgotnos$c gleby, sposéb dozowania rozpuszczalnika).
Bardzo istotne znaczenie ma tez mierzony parametr (wskaznik aktywnosci mikrobiologicz-
nej); aktywnos$é specyficznych bakterii nitryfikacyjnych jest znacznie czulszym wskaznikiem
zanieczyszczenia gleb niz ogdélna aktywno$¢ dehydrogenaz. Ograniczenie negatywnego od-
dziatywania rozpuszczalnikow mozna uzyskac poprzez zmniejszanie ich ilosci (uwzglednia-
jac jednakze mozliwos¢ jednorodnego wprowadzenia zanieczyszczenia do probki gleb) oraz
dwustopniowe wprowadzanie roztworu zanieczyszczen do gleby. Niemniej w wszystkich ba-
daniach toksycznosci zwiazkéw hydrofobowych konieczne jest uwzglednienie kazdorazowo
serii badan kontrolnych gleby z dodatkiem rozpuszczalnika, w ilo$ciach, jakie sa zastosowane
przy dodawaniu badanych zwiazkow.

A. Klimkowicz-Pawlas, B. Maliszewska-Kordybach

WPLYW WYBRANYCH ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH
NA AKTYWNOSC MIKROORGANIZMOW GLEBOWYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu rozpuszczalnikow organicznych stosowanych w badaniach
ekotoksykologicznych na aktywno$¢ mikoroorganizmow glebowych. Do badan wytypowano dwa roz-
puszczalniki stosowane najczgsciej w ocenie oddzialywan hydrofobowych organicznych zanieczysz-
czen $rodowiskowych: aceton i dichlorometan. Oceng oddziatywania wybranych rozpuszczalnikow
oparto na pomiarach dwoch parametrow okreslajacych; - ogdlna aktywno$¢ mikrobiologiczng gleb
(aktywnos¢ dehydrogenaz), - aktywnos$¢ specyficznej grupy bakterii nitryfikacyjnych (potencjat nitry-
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fikacji). Badania prowadzono w zréznicowanych warunkach laboratoryjnych (wtasciwosci materiatu
glebowego, czas oddziatywania, metoda dozowania rozpuszczalnika). Stwierdzono, ze zastosowane
rozpuszczalniki dozowane do gleb w ilosciach stosowanych w badaniach ekotoksykologicznych (10-20
cm?® kg'') moga wptywac hamujaco na aktywno$¢ mikrobiologiczna gleb, szczegolnie w przypadku spe-
cyficznych bakterii nitryfikacyjnych. Zastosowanie metody stopniowego dozowania rozpuszczalnikow
do gleby w istotny sposdb moze zmniejszy¢ te negatywne efekty.

A. Klimkowicz-Pawlas, B. Maliszewska-Kordybach

EFFECT OF THE SELECTED ORGANIC SOLVENTS ON THE ACTIVITY OF SOIL
MICROORGANISMS

Summary

The aim of the study was to evaluate the effect of organic solvents, commonly used in ecotoxicity
studies on the activity of soil microorganisms. Two solvents, often applied in the studies of the effects
of hydrophobic organic contaminants in the environment, acetone and dichloromethane, were employed
in the experiments. The evaluation of the effects of the solvents was based on the measurements of
two parameters describing the overall activity of soil microorganisms (activity of dehydrogenases) and
the activity of the specific group of nitrification bacteria (potential of nitrification). The experiments
included different laboratory conditions (soil material properties, time of contact, methods of solvent
amendment). The results show that the solvents introduced to soils in the amount commonly used in
the ecotoxicity studies (10-20 cm® kg') may inhibit the activity of soils microorganisms: the effect was
particularly visible in the case of potential of nitrification determinations. Employment of the method of
gradual application of the solvents to soils led to significant decrease of those negative effects.
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