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Wst<;p 

Gleha jest tym elementem środowiska przyrodniczego, w którym gromadzi 
się większość trudno rozkładalnych, hydrofobowych zanicczyszczd1. do jakich na
leżą również węglowodory aromatyczne. Benzen, toluen i ksylen ( BTX) uznawa
ne są za najgroźniejsze skażenia ze względu na ich wysok,1 toksyczność I B11 < ;r:1n. 

FUCHS 1995]. Istnieje szereg metod, które umożliwiaj,! pomiar biologicznej aktyw
ności glch zanieczyszczonych - poza oceną aktywności enzymów istotne s,1 rów
nież oznaczenia ilości biomasy żywych mikroorganizmów [DII .LY, MuNc11 J<Jl)X]. 

Badania biologicznych parametrów mogą dostarczyć informacji nic tylko na 
temat obecności mikroorganizmów, ale również intensywności i rodzaju oraz 
czasu oddziaływania zanieczyszczc11 [VAN BEELEN, DoU .M/\N 19971. Omawiany 
w literaturze wpływ skażenia gleb produktami ropopochodnymi na mikrollon; nic 
jest jednoznaczny. Obse1wować można zarówno brak reakcji ze strony mikroorga
nizmów [GÓRSKA 1986], stymulację [Z/\llLOCK/\-GODU,WSK/\ , 13UCi'.KOWSKi\-WFSOLO

WSKA 1998; HAWROT, NOWAK 2004a), jak i zmniejszenie liczchności i aktywności 
mikroflory glebowej [ULFIG i in. 1998; M EG H/\RAJ i in . 2000j. 

Celem niniejszej pracy było przebadanie w warunkach laboratoryjnych 
wpływu wybranych węglowodorów aromatycznych na biomas<; drohnoustroj()w 
w dwóch, różnych typach gleb, z uwzgl<;dnieniem wielkości dawki użytego w<;glo
wodoru i czasu inkubacji. 

Materiał i metody 

W doświadczeniu wykorzystano glebę piaszczystą (piasek gliniasty lekki py
lasty) oraz glebę gliniastą (glirn:; lckktl pylastą), które poza składem granulome
trycznym, oznaczonym metodą Casscgrandc 'a w modyfikacji Prós1.y11skicgo. róż
niły się także zawartością materii organicznej. Zawartość węgla og(1lncgo, ozna
czona mctod,1 Tiurina, wynosiła 10 i 19 g·kg- 1 odpowiednio dla gleby piaszczystej 
i gleby gliniastej. 
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Badane gkby podsuszono, przesiano przez sito o średnicy oczek 2 mm 
i podzielono na 300 g próbki . Każd<) z nich skażono wybranym WGglowodorem 
z grupy BTEX: benzenem, toluenem, etylenem, ksylenem w dawce 100, 1000, 
I O OOO mg·kg-· 1 s.m. gleby. PróbG kontroln,} stanowiła gleba bez dodatku wyglowo
doru. Gkby doprowadzono do 50% maksymalnej pojcmnośt:i wodnej (utrzymy
wano takq wilgotność przez cały czas trwania doświadczenia), umieszczono w po
lictyknowych workach i inkubowano w temperaturze pokojowej. Pierwsze analizy 
przeprowadzono w dniu skażenia gleb WGglowodorami, a następnie odpowiednio 
w 7, 14, 28, 56, 112 dniu inkubacji (terminy pomiarowe od I do 6). 

Oznaczenie zawartości biomasy przeprowadzono przy zastosowaniu fizjolo
gicznej metody opracowanej przez ANDERSON/\ i DoMSCHA [ l 978J. Próbki glebowe 
o masie I O g rozcierano z 0,3 g glukozy dodawanej jako mieszanina z talkiem 
(I : 5), co pozwa lało na jej równomierne rozprowadzenie. Badania prowadzono 
w trzech powtórze niach. Uzyskane wartości przedstawiono w mg wt:;gla zawartego 
w biomasie żywych drobnoustroj<1w w prze liczeniu na 100 g s.m. gleby. 

Wyniki poddano analizie statystycznej stosuj,1c analizt; wariancji. 

Wyniki 

Ilość biomasy w glebie piaszczystej na pocz,itku doświadczenia wynosiła 
95 mg C:-100 g- 1 s.111. gleby, a nastt;pnie stopniowo malała do wartości 

55 mg C- I()() g ·1 s.m. gleby w szóstym terminie pomiaru. W przypadku gleby gli
niastej ilość biomasy zmieniała sit:; w zakresie od 94 mg C-100 g- 1 s.m. gleby do 
68 mg C-100 g I s.111 . gleby na koniec okresu inkubacji. 

Wprowadzenie wGglowodorów aromatycznych do gleby piaszczystej powo
dowało na og(,I, niezależnie od dawki skażenia, obniżenie zawartości biomasy 
żywych mikroorganizmów. W przypadku benzenu wartość ta, w porównaniu 
z kont rol,), była ni ższa średnio o 44 mg CJOO g- 1 s.m. gleby (rys. lA), dla toluenu 
maksymalnie o 53 mg C-100 g-1 s.m. gleby (rys. 2A), 55 mg C-100 g-1 s.111. gleby 
przy etylobenzenie (rys. 3A) i średnio 45 mg C-100 g ·1 s.m. gleby dla ksylenu 
(rys. 4A), przy czym dla benze nu i toluenu inhibicja ta była stosunkowo krótko
trwała. W glebie z benzenem wartości niższe ocl kontrolnych odnotowano ponow
nie dopiero po 112 dniach doświadczenia. Podobn<) reakcję odnotowano w obiek
tach skażonych toluenem. Wpływ etylobenzenu i ksylenu nie był tak jednoznacz
ny. Pocz,)tkowo odnotowano zmniejszenie ilości biomasy mikroorganizmów, jed-
11;1k w trakcie okresu inkubacji, bez wzglGdu na wielkość skażenia, zawartość bio
masy była niższa lub wyższa niż w glebie kontrolnej. W obiektach z etylobenze
nem i ksylenem, analogicznie jak przy pozostałych wt;glowoclorach, po I] 2 dniach 
inkubacji, niezakżn ic od dawki, obserwowano zmniejszenie ilości biomasy poni
żej wartości kontrolnych. 

Wprowadzenie badanych w(,'.glowodorów do gleby gliniastej powodowało 
w wit;kszości obiektów zmniejszenie ilości biomasy w stosunku do obiektu nieska
żonego, podobnie jak w glebie piaszczystej . W przypadku benzenu w pierwszym 
terminie pomiaru przy zastosowaniu najniższej dawki skażenia oznaczono zale
dwie 2.'i mg C· I 00 g- 1 s.m. gleby (rys. 1 B) i inhibicja ta utrzymywała si<:; przez cały 
czas trwania doświadczenia (wartości hyly niższe o 3-73% ocl kontroli) . Dla tolu
enu, w dniu wprowadzenia w<:;glowodnru do gleby, jedynie najniższa dawka nic 
wywołała spadku zawartości biomasy. W przypadku stG żenia 10 OOO mg·kg- 1 inhi-
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bicja utrzymywała si<; przez cały okres inkubacji (rys . 2B), a obs<.:1wuwanc war
tości były niższe w stosunku do obiektu ni<.:skażoncgo w zakr<.:sic 21-(17% . Podo
bm1 sytuację dla najwyższej dawki skażenia obserwowano również w gkhic z ety
lobenzenem (rys. 38), przy czym oznaczone ilości biomasy przyjmowały wartości 
niższe o 16-53% w porównaniu z kontrolą . Najbardziej dynamiczne zmiany zaob
serwowano po wprowadzeniu do gleby ksylenu. W pierwszym terminie analizy 
obserwowano zmniejszenie zawartości biomasy żywych mikroorganizmów we 
wszystkich badanych obiektach, a następnie wzrost aż do 194 mg C- I 00 g- 1 s.m. 
gleby i 172 mg C-100 g- 1 s.m. gleby, odpowiednio dla gkby z wt;glowodorem 
w dawce 1000 mg·kg- 1 i 10 OOO mg·kg-1• Od trzeciego terminu pomiaru ( 14 dzic1'1 
inkubacji) w obu tych obiektach obserwowano równic !:,'Waltownc zmniejszenie 
ilości biomasy żywych mikroorganizmów - 77 mg C- 100 g-1 s.111. gkby dla dawki 
1000 mg·kg-1 i 66 mg C-100 g-1 s.m. gleby dla dawki najwyższej na koni<.:c okresu 
inkubacji (rys. 4B). 
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B. Gkha gliniasta: Loamy soil 
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Rys. 1. 
Fig. 1. 

Wpływ benzenu na zawartość biomasy żywych mikroorganizmów w glebie 
Influence of benzenc on the con tent of via ble mieroorganism biomass in soil 

A. Gleba piaszczysta; Sancly soil 

,--.,.--;::: 
>, C i~ 200 ,-- - -------;==.==a ... ==.==,NA==C==JE=-c=o== ... =.,=NA=Tl==ON=S,7 
,...: ~ -+- komrola • con1rol 

~ 0 160 -er 100lmgk1( t 
~ 1000 fmg kg· ' J 

bł) Ol, -0- 10000 [mg kg-
1

} 

8 8 120 

termin pomiaru; date of measurcmcnt 

B. Cicha gliniasta: Loamy soil 
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Rys. 2. 
Fig. 2. 

Wpływ toluenu na zawartość biomasy żywych mikroorganizmów w glebie 
Influence of toluene on the contcnt of via ble microorganism binmass in soil 

Analiza statystyczna wykazała , że zastosowana dawka wt;glowndor(1w oraz 
czas inkubacji miały wysoce istotny wpływ na ilość biomasy żywych mikroorgani
zmów, zarówno w glebie piaszczystej, jak i w glebie gliniastcj (tab. l ). 
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A. Glcha piaszczysta; Sandy soi! B. Glcha gliniasta; Loamy soil 
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Wpływ etylobenzenu na zawartość biomasy żywych mikroorganizmów w glebie 

Influence of ethylbcnzcnc on the contcnt of viable micrnorganism hiomass in 

soi! 
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B. Glcha gliniasta; Lnamy soil 
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Wpływ ksylenu na zawartość biomasy żywych mikroorganizmów w glebie 
lntlm:nce of xylene on the content of viable microorganism hiomass in soi! 

Dyskusja 

Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że węglowodory aro
matyczne wprowadzone do gleby wywarły istotny wpływ na ilość biomasy żywych 
mikroorganizmów. W zależności od rodzaju węglowodoru, jego dawki oraz czasu 
oddziaływania, wpływ ten miał różny charakter (zarówno stymulacji, jak i inhibi
cji), a obserwowane zmiany często utrzymywały się przez cały okres inkubacji. 

Według Nowi\Ki\ I I 986] pojawienie się substancji toksycznych w glebie po
woduje obniżenie maksymalnego poziomu biomasy, który obserwuje się w wa
runkach najkorzystniejszych. Potwierdzaj,\ to przeprowadzone badania. Węglowo
dory monoaromatyczne w dniu wprowadzenia do gleby piaszczystej, niezależnie 
od dawki, spowodowały zmniejszenie ilości biomasy żywych mikroorganizmów 
średnio o 50'0. Podobn,1 sytuację, z wyjqtkicm toluenu, obserwowano w glebie 
gliniastej. Negatywny wpływ węglowodorów aromatycznych na mikroorganizmy 
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w początkowym okresie doświadczenia obserwowali również Uu J(, i in. I 1997J. 

Zbliżone wyniki uzyskali także HAWR0T i NOWAK I2004bJ, kt(irzy badali wpływ 
oleju napędowego na ilość biomasy żywych mikroorganizmów i stwierdzili jego 
negatywny wpływ na mikroorganizmy i zmniejszenie ilośc i biomasy ś rct.lnio 

o 55%. 
KUCHARSKI i JASTRZL;BSKA [200la] bat.laj,1cy aktywność enzymatyczn;i gleby, 

która podobnie jak biomasa jest wskaźnikiem aktywności biologicznej gleby. 
stwierdzili, że po wprowadzeniu oleju napęt.lowcgo aktywność mikroorg,1nizm(iw 
maleje wraz ze wzrostem dawki. W prezen towanej pracy nic stwierdzono takiej 
zależności , j et.lna kże w dniu skażenia gleby piaszczystej na og{il naj silniej rcduku
waly ilość biomasy węglowodory właśnie w najwyższej dawce I O OOO mg·kg -1 s.m . 
gleby (z wyjątkiem benzenu) . W glebie gliniastej po wprowadzeniu toluenu i ety
lobenzenu inhibicja utrzymywała się przez cały okres doświadczenia. 

Pozostałe węglowodory (benzen i ksylen) wprowadzone do gleby w dawce 
10 OOO mg·kg-1 s.m. gleby spowodowaty wzrost ilości biomasy, co według Janych 
literaturowych [MALISZEWSKA-KORDY BACH 1999; KUCI JARSK I. .ft\STR/.l;llsKA 2001 b] 
może być związane z adaptacją mikroorganizmów do skażenia, jak również dopły
wem łatwo dostępnego źródła węgla i energii. Jak podaje l'ILKAllSKA i in. 120001 

po zanieczyszczeniu gruntu węglowodorami ilość biomasy może wzrosn,ić 

1000-krotnic. 
Według SiMSA i OvERCASIIA [1983] oraz MALISZEWSK IU-K0IWYllt\C II I I9<)2I 

obecność substancji organicznej w glebie , może wpływać na sorpcję wt.;glowodo
rów aromatycznych zmniejszając ich biodostępność. W takiej sytuacji wpływ na 
mikroflorę powinien być ograniczony, tymczasem w przeprowadzonych badaniach 
w glebie gliniastej , w obecności większości badanych węglowodorów, obserwo
wano wyraźny wzrost aktywności biologicznej. 

Wnioski 

1. Wpływ węglowodorów aromatycznych na ilość biomasy żywych mikroorga
nizmów był zróżnicowany w zależności od rodzaju użytego węglowodoru 
i wielkości zastosowanej dawki oraz zmieniał się wraz z upływem czasu. 

2. Nic stwierdzono zależności pomiędzy wzrostem dawki skażenia gleby a rea
kcją ze strony mikroflory - przy tej samej wartości skażenia Jla różnych 
węglowodorów obserwowano bowiem zarówno stymulację, jak i inhibicję 
aktywności mikroorganizmów. 

3. Węglowodory jcdnopierścicniowe z grupy BTEX tuż po wprowadzeniu do 
gleby, w większości przypadków, powodowały zmniejszenie ilo ści biomasy 
(średnio o 50%). 

4. Istotny wpływ na ilość biomasy miał rodzaj użytych w doświadcze niu gleb. 
W glebie gliniastej obserwowano większ,1 ilość biomasy żywych mikroorga
nizmów, w porównaniu z glebą piaszczystą - maksymalne wartośc i, w zależ
ności od węglowodoru, były wyższe średnio o 12Y½, niż w kontroli. 

5. Na ogół największe średnic wartości biomasy, niezależnie od węglowodoru, 
obserwowano w glebie gliniastej w dawce 1000 mg·kg· 1 s.m. gleby. 
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Słowa kluczowe: biomasa, mikroorganizmy, gleba, w.;glowodory aromatyczne 

Streszczenie 

W pracy przedstawiono wyniki hadań, w których oceniano wpływ wybra
nych wt;glowodorów aromatycznych na biomast; żywych drobnoustrojów w dwóch. 
różnych typach gleb, z uwzglt;dnicnicm wielkości dawki użytego wt;glowodoru 
i czasu inkubacji. 

W doświadczeniu wykorzystano dwie gleby (piasek gliniasty lekki pylasty 
oraz glirn; lekb1 pylastą). Próby glebowe o masie 300 g mieszano z wybranym 
węglowodorem: benzenem, toluenem, etylenem lub ksylenem w dawce 100, !()(Hl, 
10 OOO mg·kg-1 s.m. gleby. Prób.; kontrolrn1 stanowiła gleba bez dodatku wt;glo
wodoru. Gleby doprowadzono do 50%, maksymalnej pojemności wodnej i inku
bowano w temperaturze pokojowej przez 112 dni. Oznaczenie biomasy przepro
wadzono metod,1 SIR (ang. substrate induced respiration). Uzyskane w,1rtości 

przedstawiono w mg CO2 zawartego w biomasie żywych drobnoustroj<'iw w przeli
czeniu na 100 g s.m. gleby. 

Na podstawie badań stwierdzono, że wprowadzone do gleby wt;glowodory 
aromatyczne wpływały na ilość biomasy żywych mikroorganiznH'iw. W zależności 
od rodzaju węglowodoru, jego dawki oraz czasu oddziaływania. wpływ ten mia! 
różny charakter (zarówno stymulacji, jak i inhibicji), a obserwowane zmiany 
czt;sto utrzymywały sit; przez cały okres inkubacji. Wt;glowodory monoarnmaty
czne w dniu wprowadzenia do gleby piaszczystej, niezależnie od dawki. powodo
wały zmniejszenie ilości biomasy żywych mikroorganizmów średnio o '.'iWX. Podo
brni sytuacjt; obserwowano w glebie gliniastej. W glebie piaszczystej w dniu skaże
nia na ogól najsilniej redukowały biomas<, wt;glowoc!ory w dawce I 0000 
mg·kg-1 s.m. gleby (z wyjątkiem benzenu). W glebie gliniastej po wprowadzeniu 
toluenu i etylobenzenu inhibicja utrzymywała sit; przez cały okres doświadczenia. 
natomiast benzen i ksylen w tym st~żeniu powodowały gwałtowny wzrost ilości 

biomasy. 
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Summary 

ThL: paper presents study results upon the evaluation of influence of 
selected aromatie hydrocarhons on living microorganism biomass in two different 
soi! types induding the dose of hydroearhon used and incubation time. 

·nvo soi! types (light dusty loamy sand and light dusty !mun) werc used in 
the expcrimcnts. Soi! samplcs (300 g cach) were mixcd with sclccted hydrocar
bon: benzcne, tolucne, ethylbenzene or xylcne at the rates of 100, 1000, 10 OOO 
mg·kg I soi! DM. The control was the soi! with no hydrocarhon addition. Soils 
were adjusted to 50% of MPW and incubatcd at ambient temperaturc for 112 
days. The biomass determination was performcd by the means of SIR method 
(suhstmtc ind11ccd rc.1piration). The achicved results wcrc cxprcssed in mg of C02 

contained in biomass of living microorganisms recalculated onto 100 g of soi! 
DM. 

The studies revealcd that aromatic hydrocarbons introduccd into the soi! 
atfected the number of living organism biomass. Depending on the hydrocarbon 
used, its dose and interaction time, the influence was of various character (both 
stimulation and incubation), and the observed changes often lasted for the wholc 
incubation period. Monoaromatic hydrocarbons on the day of introduction into 
the samly soi!. regardlcss the rate, caused the decrease of living organism bio
mass by 5lVX, on the average. Similar situation was obscrved in loamy soil. On 
the day of sandy soil pollution, in generał, hydrocarbons at 10 OOO mg·kg- 1 soi! 
DM rate strongest reduccd the biomass (except from henzene). In loamy soi!, 
the inhibition maintained for the wholc cxpcriment aftcr the introduction of 
toluene and ethylobenzcne; benzene and xylcnc caused a suddcn incrcase of bio
mass amount at the same concentration. 
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