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Wstep

Gleba jest tym clementem Srodowiska przyrodniczego, w ktdrym gromadz
si¢ wigkszo§¢ trudno rozktadalnych, hydrofobowych zanicczyszezen., do jakich na-
leza réwnicz weglowodory aromatyczne. Benzen, tolucen i1 ksylen (BTX) uznawa-
ne sg za najgroZniejsze skazenia ze wzgledu na ich wysoky toksycznos§é [Bn-Grre,
Fucns 1995). Istnieje szereg metod, ktére umozliwiaja pomiar biologiczne aktyw-
nosci gleb zanieczyszczonych — poza oceng aktywnosci enzymow istotne sa row-
nicz oznaczenia ilosci biomasy zywych mikroorganizmow [Dity, MuNch [998).
Badania biologicznych parametréw moga dostarczy¢ informacji nic tylko na
temat obecno$ci mikroorganizmdw, ale réwnicz mtensywnosel 1 rodzaju oraz
czasu oddzialywania zanieczyszczefl [VAN BEELEN, DOELMAN 1997]. Omawiany
w literaturze wplyw skazenia gleb produktami ropopochodnymi na mikroflore nic
jest jednoznaczny. Obserwowaé mozna zaréwno brak reakejt ze strony mikroorga-
nizméw [GORSKA 1986], stymulacje [ZABLOCKA-GODLEWSKA, BUCZKOWSKA-WESOLO-
wska 1998; HAwRrOT, Nowak 2004a], jak 1 zmmniejszenic liczebnoser 1 aktywnoscei
mikroflory glebowej [ULFIG 1 in. 1998; MEGHARAJ i in. 2000].

Cclem niniejszej pracy bylo przebadanic w warunkach laboratoryjnych
wplywu wybranych weglowodordw aromatycznych na biomasg drobnoustrojow
w dwoch, roznych typach gleb, z uwzglednieniem wiclkosdel dawki uzytego weglo-
wodoru 1 czasu inkubacii.

Material i metody

W dodwiadezeniu wykorzystano glebg piaszezysty (piasck gliniasty Iekki py-
lasty) oraz glebe gliniasta (gling lekka pylastg), ktore poza skladem granulome-
trycznym, oznaczonym metodg Cassegrande “a w modyfikacyi Proszynskicgo, rdz-
nily si¢ takze zawarto$cia materii organicznej. Zawarto$¢ wegla ogalnego, ozna-
czona metoda Tiurina, wynosita 10 1 19 g-kg-! odpowicdnio dla gleby piaszezysie;
1 gleby gliniaste;.
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Badane gleby podsuszono, przesiano przez sito o Srednicy oczek 2 mm
1 podziclono na 300 g probki. Kazda z nich skazono wybranym wgglowodorem
z grupy BTEX: benzenem, toluenem, ctylenem, ksylenem w dawce 100, 1000,
10 000 mg-kg's.m. gleby. Probe kontrolna stanowita gleba bez dodatku wgglowo-
doru. Gleby doprowadzono do 50% maksymalnej pojemnodei wodnej (utrzymy-
wano takay wilgotnosé przez caly czas trwania dos$wiadezenia), umicszezono w po-
lictylenowych workach i inkubowano w temperaturze pokojowej. Picrwsze analizy
przeprowadzono w dniu skazenia gleb weglowodorami, a nastgpnic odpowiednio
w 7, 14, 28, 56, 112 dniu inkubacjt (terminy pomiarowe od 1 do 6).

Oznaczenie zawartosel biomasy przeprowadzono przy zastosowaniu fizjolo-
gicznej metody Opld(,()w‘mt,] przez ANDERSONA | DOMSCHA [1978]. Probki glebowe
o masie 10 g rozeicrano z 0,3 g glukozy dodawanej jako micszanina z talkiem

: 5), co pozwalalo na jej rownomierne rozprowadzumu. Badania prowadzono

w trzcch powtdrzeniach. Uzyskane wartodei przedstawiono w mg wegla zawartego
w biomasie zywych drobnoustrojow w przeliczeniu na 100 g s.m. gleby.
Wyniki poddano analizie statystycznej stosujge analizg wariangi.

Wyniki

[Tos¢ biomasy w glebic piaszezystej na poczigtku doswiadcezenia wynosita
95 mg C-100 ¢! sm. gleby, a nastgpnie stopniowo malala  do  wartosci
55 mg C-100 gt s gleby w szostym terminic pomiaru. W przypadku gleby gli-
ntaste) ilos¢ biomasy zmicniala si¢ w zakresic od 94 mg C-100 g-' s.m. gleby do
68 mg C-100 g 's.m. gleby na konice okresu inkubaci.

mewad/um, weglowodoréw aromatycznych do gleby piaszezyste] powo-
dowato na ogol, niczaleznic od dawki skazenia, obnizenic zawartosei biomasy
zywych mikroorganizmow. W przypadku benzenu wartos$¢ ta, w pordwnaniu
z kontrola, byla nizsza $rednio o 44 mg C-100 g~ s.m. glcby (rys. ]A) dla toluenu
maksymalnic 0o 533 mg C-100 g s.m. gleby (rys. 2A), 55 mg C-100 g s.m. gleby
przy ctylobenzenic (rys. 3A) 1 Srednio 45 mg C-100 gt s.m. glcby dla ksvlenu
(rys. 4A), przy czym dia benzenu i toluenu inhibicja ta byla stosunkowo krotko-
trwalki, W glebic z benzenem wartosel nizsze od kontrolnych odnotowano ponow-
nic dopicro po 112 dniach doswiadezenia. Podobng reakeje odnotowano w obick-
tach skazonych toluenem. Wplyw ctylobenzenu 1 ksylenu nie byl tak jednoznacz-
ny. Poczatkowo odnotowano zmniejszenie ilosci biomasy mikroorganizmow, jed-
nak w trakcic okresu inkubacji, bez wzgledu na wielko$¢ skazenia, zawartoS¢ bio-
masy byla nizsza lub wyzsza niz w glebic kontrolnej. W obicktach z ctylobenze-
nem i ksylenem, analogicznic jak przy pozostatych weglowodorach, po 112 dniach
inkubacii, niczaleznic od dawki, obscrwowano zmnigjszenie iloSei biomasy poni-
zej wartosci kontrolnych.

Wprowadzenic badanych wgglowodoréw do gleby ghniastej powodowalo
w wigkszoscr obicktdw zmniejszenie ilosct biomasy w stosunku do obicktu nicska-
zoncego, podobnic jak w glebic piaszezyste). W oprzypadku benzenu w picrwszym
terminic pomiaru przy zastosowaniu najnizszej dawki skazenia oznaczono zale-
dwic 25 mg C-100 g-ts.m. gleby (rys. 1B) 1 inhibicja ta utrzymywata si¢ przez caly
czas trwaitia doswiadezenia (wartodci byly nizsze o 3-73% od kontroli). Dila tolu-
enu, wodniu wprowadzenia weglowodoru do gleby, jedynic najnizsza dawka nic
wywolala spadku zawartosci biomasy. W przypadku st¢zenia 10 000 mg-kg™! inhi-
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bicja utrzymywata si¢ przez caly okres inkubacyi (rys. 2B), a obscrwowanc war-
tosci byly nizsze w stosunku do obicktu nieskazoncego w zakresie 21-67%. Podo-
bng sytuacj¢ dla najwyzszej dawki skazenia obserwowano roéwnicz w glebic z cty-
lobenzenem (rys. 3B), przy czym oznaczone ilosci biomasy przyjmowaly wartosci
nizsze 0 16-53% w poréwnaniu z kontrolg. Najbardzicj dynamiczne zmiany zaob-
serwowano po wprowadzeniu do gleby ksylenu. W picrwszym terminie analizy
obserwowano zmniejszenic zawarto$ci biomasy zywych mikroorganizmow we
wszystkich badanych obiektach, a nast¢pnic wzrost az do 194 mg C-100 g-'s.m.
gleby 1 172 mg C-100 g-!'s.m. glcby, odpowiednio dla gleby z weglowodorem
w dawce 1000 mgkg- i 10 000 mgkg!. Od trzeciego terminu pomiaru (14 dzien
inkubacji) w obu tych obicktach obsecrwowano réwnic gwaltowne zmnicjszenic
ilodci biomasy zywych mikroorganizméw — 77 mg C-100 g s.m. glcby dla dawki
1000 mg'kg! i 66 mg C-100 g-'s.m. gleby dla dawki najwyzszej na konice okresu
inkubacji (rys. 4B).
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Fig. 2. Influence of toluene on the content of viable microorganism biomass in soil

Analiza statystyczna wykazata, zc zastosowana dawka weglowodorow oraz
czas inkubacji miaty wysoce istotny wplyw na 1lo§¢ biomasy zywych mikroorgani-
zmdéw, zar6wno w glebic piaszezystej, jak 1 w glebie gliniastej (tab. 1).
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Dyskusja

Na podstawic przeprowadzonych badan stwicrdzono, ze weglowodory aro-
matyczne wprowadzone do gleby wywarly istotny wplyw na ilos$¢ biomasy zywych
mikroorganizmow. W zaleznosci od rodzaju weglowodoru, jego dawki araz czasu
oddzialywania, wplyw ten mial rézny charakter (zaréwno stymulacji, jak i inhibi-
¢ji), & obscrwowance zmiany czesto utrzymywaly sig przez caly okres inkubacii.

Wedlug Nowaka [1986] pojawicnie si¢ substancjl toksycznych w glebic po-
woduje obnizenic maksymalnego poziomu biomasy, ktéry obscrwuje si¢ w wa-
runkach najkorzystniejszych. Potwicrdzaja to przeprowadzone badania. Weglowo-
dory monoaromatyczne w dniu wprowadzenia do gleby piaszezystej, niczaleznic
od dawki, spowodowaly zmniejszenie ilodci biomasy zywych mikroorganizmow
$rednio o 50%. Podobny sytuacjg, z wyjatkiem toluenu, obserwowano w glebie
gliniastej. Negatywny wplyw weglowodoréw aromatycznych na mikroorganizmy



ZMIANY W ZAWARTOSCI BIOMASY ZYW YCH MIKROORGANIZMOW ... 125

w poczatkowym okresie do$wiadezenia obserwowall réwniez ULEIG § in. [1997].
Zblizone wyniki uzyskali takze HAWROT i Nowak [2004b], ktérzy badali wplyw
olcju napedowcego na ilo§¢ biomasy zywych mikroorganizmow i stwicrdzili jego
negatywny wplyw na mikroorganizmy 1 zmniejszenie ilosct biomasy Srednio
0 55%.

KUCHARSKI 1 JASTRZEBSKA [2001a] badajacy aktywnoS§¢ cnzymatyczngy glehby,
ktéra podobnic jak biomasa jest wskaZnikiem aktywnoscr biologiczney gleby.
stwierdzili, ze po wprowadzeniu oleju napedowego aktywnosé mikroorganizmow
maleje wraz ze wzrostem dawki. W prezentowancj pracy nic stwicrdzono takiej
zaleznosci, jednakze w dniu skazenia gleby piaszezystej na ogol najsilnicj reduko-
waly 1lo$¢ biomasy weglowodory wlasnic w najwyzszej dawee 10 000 mg-kg™? s.m.
gleby (z wyjatkiem benzenu). W glebic gliniastej po wprowadzeniu tolucnu i cty-
lobenzenu inhibicja utrzymywata si¢ przez caly okres do§wiadczenia,

Pozostate weglowodory (benzen i ksylen) wprowadzone do glicby w dawee
10 000 mg'kg! s.m. gleby spowodowaly wzrost ilo§ci biomasy, co wedtug danych
literaturowych [MALISZEWSKA-KORDYBACH 1999; KUCHARSKI JASTRZERSKA 20011]
moze byé zwigzane z adaptacjg mikroorganizmow do skazenia, jak rownicz doply-
wem latwo dostgpnego Zrddla wegla 1 energii. Jak podaje PIEKARSKA i in. [2000]
po zanieczyszezeniu gruntu  wgglowodorami - ilo$é biomasy moze wzrosnac
1000-krotnic.

Wedlug Simsa i OVERCASHA [1983] oraz MALISZEWSKIEI-KORDYBACHL [1992]
obeeno$é substancji organicznej w glebie, moze wplywac na sorpeje weglowodo-
row aromatycznych zmnicjszajac ich biodostgpnosé. W takic) sytuacji wplyw na
mikroflor¢ powinien byé ograniczony, tymezasem w przeprowadzonych badaniach
w glebic gliniastej, w obecnodel wigkszoseir badanych wgglowodordw, obscrwo-
wano wyrazny wzrost aktywnosci biologicznej.

Whnioski

1. Wplyw weglowodoréw aromatycznych na ilo$¢ biomasy zywych mikroorga-
nizméw byl zréznicowany w zaleznosci od rodzaju uzytego weglowodoru
1 wielko$ci zastosowanej dawki oraz zmicnial si¢ wraz z uplywem czasu.

2. Nic stwierdzono zaleznosci pomi¢dzy wzrostem dawki skazenia gleby a rea-
kcja ze strony mikroflory — przy tej samej wartodei skazenia dla rdéznych
weglowodoréw obserwowano bowicm zardéwno stymulacjg, jak 1 inhibicjg
aktywnosci mikroorganizmdw.

3. Weglowodory jednopierécieniowe z grupy BTEX tuz po wprowadzeniu do
8 | op grup lZ PO WProwaazel
gleby, w wigkszosci przypadkéw, powodowaly zmniejszenic ilosct biomasy
(Srednio o 50%).

4. Istotny wplyw na ilo§¢ biomasy miat rodzaj uzytych w doswiadczeniu gleb.
W glebic gliniastej obserwowano wicksza 1los¢ biomasy zywych mikroorga-
nizmdw, w poréwnaniu z gleby piaszcezysta — maksymalne wartoscl, w zalez-
nosci od weglowodoru, byly wyzsze Srednio o 125% niz w kontroli.

5.  Na ogdt najwicksze $rednie wartodei biomasy, niezaleznic od weglowodoru,
obserwowano w glebie gliniastc} w dawcee 1000 mg-kg! s.m. glcby.
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Slowa kluczowe:  biomasa, mikroorganizmy, gleba, weglowodory aromatyezne
Streszczenic

W pracy przedstawiono wyniki badan, w ktorych oceniano wplyw wybra-
nych weglowodoréw aromatycznych na biomasg zywych drobnoustrojow w dwoch,
roznych typach gleb, z uwzglednicniem wielkosci dawki uzytego weglowodoru
1 czasu inkubacji.

W doswiadczeniu wykorzystano dwie gleby (piasck gliniasty lekki pylasty
oraz gling lekkyg pylasta). Proby glebowe o masic 300 g micszano z wybranym
we¢glowodorem: benzenem, toluanm ctylenem lub ksylcnum w dawce 100, 1000,
10 000 mgkg! s.m. gleby. Préb¢ kontrolng stanowila gleba bez dodatku wwlo-
wodoru. Gleby doprowadzono do 50% maksymalnej pojemnosct wodnej 1 inku-
bowano w temperaturze pokojowej przez 112 dni. Oznaczenic biomasy przepro-
wadzono metodg SIR (ang. substrate induced respiration). Uzyskane wartoscd
przedstawiono w mg CO, zawartego w biomasic zywych drobnoustrojow w przeli-
czeniu na 100 g s.m. glcby.

Na podstawic badan stwicrdzono, z¢ wprowadzone do glchy weglowodory
aromatyczne wplywaly na ilo§¢ biomasy zywych mikroorganizmow. W zaleznoscl
od rodzaju weglowodoru, jego dawki oraz czasu oddzialywania, wplyw ten mial
rozny charakter (zar(’)wno stymulacyi, jak i inhibicji), a obscrwowanc zmiany
czesto utrzymywaly si¢ przez caly okres inkubacji. Weglowodory monoaromaty-
czne w dniu Wprowadzgma do gleby piaszezystej, niczaleznic od dawki, powndo-
waly zmniejszenie iloSct biomasy zywych mlkromymwmow $rednio o 50%. Podo-
bng sytuacj¢ obscrwowano w glebie gliniastej. W glebic piaszezyste] w dmu skaze-
nia na ogoél najsilniej redukowaly biomas¢ weglowodory w dawee 10000
mgkg! s.m. gleby (z wyjatkiem benzenu). W glebie gliniaste] po wprowadzeniu
toluenu 1 etylobenzenu inhibicja utrzymywala sig przez caly okres doswiadezenia,
natomiast benzen i ksylen w tym stgzeniu powodowaly gwattowny wzrost ilosci
biomasy.
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Summary

The paper presents study results upon the evaluation of influence of
sclected aromatic hydrocarbons on living microorganism biomass in two ditferent
soil types including the dose of hydrocarbon used and incubation time.

Tivo soil types (light dusty loamy sand and light dusty loam) were used in
the experiments. Soil samples (300 g cach) were mixed with sclected hydrocar-
bon: benzene, toluene, cthylbenzene or xylene at the rates of 100, 1000, 10 000
myg-kg ' soil DM. The control was the soil with no hydrocarbon addition. Soils
were adjusted to 50% of MPW and incubated at ambient tempcerature for 112
days. The biomass determination was performed by the means of SIR method
(substrate induced respiration). The achicved results were expressed in mg of CO,
contained in biomass of living microorganisms recalculated onto 100 g of soil
DM.

The studics revealed that aromatic hydrocarbons introduced into the soil
affected the number of living organism biomass. Depending on the hydrocarbon
used, its dosc and interaction time, the influence was of various character (both
stimulation and incubation), and the obscrved changes often lasted for the whole
incubation period. Monoaromatic hydrocarbons on the day of introduction into
the sandy soil. regardless the rate, caused the decrease of living organism bio-
mass by 50%, on the average. Similar situation was observed in loamy soil. On
the day of sandy soil pollution, in general, hydrocarbons at 10 000 mgkgt soil
DM rate strongest reduced the biomass (except from benzene). In loamy soil,
the inhibition maintained for the whole experiment after the introduction of
toluene and cthylobenzene; benzene and xylene caused a sudden increase of bio-
mass amount at the same concentration.
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