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Zmiana aktywnosci wybranych enzymow oksydoredukcyjnych
wytwarzanych przez mikroorganizmy w glebie lekkiej
zanieczyszczonej benzyng w obecnosci jonoéw selenu

Eksploatacja zt6z ropy naftowej, a zwlaszcza awarie
podczas jej wydobycia, magazynowania, transportu i prze-
robu, to gtowne przyczyny zanieczyszczenia srodowiska
produktami naftowymi. Ich szkodliwe dzialanie wynika
glownie z oleistej konsystencji — warstwa weglowodorow
na powierzchni gleby utrudnia dostep tlenu do nizej po-
lozonych warstw gruntu. Natlenienie gleby jest waznym
czynnikiem wptywajacym na wystgpowanie w danym $ro-
dowisku okreslonej populacji drobnoustrojow, w tym mi-
kroorganizméw biorgcych udziat w rozktadzie weglowo-
dorow naftowych [1]. Drobnoustroje tlenowe wykorzystuja
tlen czasteczkowy, jako akceptor elektronow i wodoru ode-
rwanego od substratu. Zrédtem tlenu w procesach odde-
chowych moze by¢ powietrze atmosferyczne dostajace si¢
do gruntu w sposob bierny lub wymuszony [2]. W procesie
biodegradacji weglowodorow w $rodowisku gruntowo-
-wodnym bierze udziat wiele grup mikroorganizméow, od
wybitnie tlenowych do bezwzglednych beztlenowcow.
Biodegradacja wickszos$ci weglowodordw przebiega jed-
nak szybciej w warunkach tlenowych i jest bardziej kom-
pletna [3].

Do reakcji zachodzacych podczas asymilacji 1 rozktadu
weglowodorow przez drobnoustroje naleza: acylowanie, al-
kilowanie, dealkilowanie, dehalogenacja, hydroliza estréw
lub amidow, utlenianie, redukcja, hydroksylacja pierscienia
aromatycznego, kondensacja oraz tworzenie koniugatow.
Dziatanie drobnoustrojow ujawnia si¢ przede wszystkim
utlenieniem czasteczki weglowodoru, rozerwaniem wigzan
C—C, atakiem na grupy funkcyjne zawierajace np. metal lub
siarke oraz biokrakingiem weglowodorow ciezszych [4].
Reakcje te katalizowane sa w wigkszosci przez enzymy
z klasy oksydoreduktaz [5]. W wielu pracach wykazano
jednak inhibitujace dziatanie weglowodordéw naftowych na
aktywnos$¢ enzymow oksydoredukcyjnych [6-8]. Mikro-
biologiczne oksydoreduktazy biora udzial w humifikacji
substancji fenolowych, powstajacych w srodowisku glebo-
wym podczas rozktadu lignin. Moga one rowniez uczestni-
czy¢ w detoksykacji ksenobiotykow organicznych, poprzez
reakcje polimeryzcji 1 kopomelimeryzacji produktow ich
rozktadu do substancji humusowych [9].
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Wielu autoré6w wskazuje na stymulujace dzialanie
zwigzkow selenu na aktywno$¢ oksydoreduktaz w orga-
nizmach roslinnych i zwierzecych [10—12]. Zaczynaja po-
jawiac si¢ rowniez doniesienia o stymulujagcym wplywie
jonéw selenu na aktywno$¢ enzymoéw produkowanych
przez mikroorganizmy glebowe, np. katalazy i peroksyda-
zy [13] oraz dehydrogenaz [14]. Dlatego tez celem podje-
tych badan byta ocena zmian aktywnosci enzymow oksy-
doredukcyjnych — dehydrogenaz (EC 1.1.1.x), peroksydaz
(EC 1.1.3.x), katalazy (EC 1.11.1.6) i oksydazy o-difeno-
lowej (EC 1.10.3.1) — w glebie zanieczyszczonej benzyna
po wprowadzeniu do niej zwiazkow selenu na +IV i +VI
stopniu utlenienia.

Materiat i metody badan

Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryj-
nych z uzyciem gleby pobranej z poziomu ornoproch-
nicznego (0+-30cm) ziem rdzawych typowych na terenie
Rolniczej Stacji Doswiadczalnej w Lipniku (woj. zachod-
niopomorskie). Gleba ta charakteryzuje si¢ sktadem granu-
lometrycznym piasku gliniastego oraz zawartoscia wegla
organicznego 8,7 gC/kg. Do czgsci ziemistych pobranego
materiatu glebowego wprowadzono w réznych kombina-
cjach benzyn¢ bezolowiowa (Statoil) oraz selen w postaci
H,SeO3 i H,SeO4 (Fluka). Dawki wprowadzonych sub-
stancji podano w tabeli 1.

Tabela 1. Dawki benzyny i zwigzkow selenu
wprowadzone do gleby
Table 1. Gasoline and selenium amounts added to soil

Se(lV) Se(VI)
Benzyna
% wag. Se H,SeO3 Se H,SeOq4
mmol/kg mg/kg mmol/kg mg/kg
0,2
1 0,05 6,45 0,05 7,25
5

Nastgpnie doprowadzono wilgotnos¢ gleby do 60%
maksymalnej pojemnosci wodnej. Glebg doktadnie wymie-
szano i przechowywano w szczelnie zamknigtych szklanych
reaktorach w temperaturze 20°C. We wszystkich kombina-
cjach w trzech powtorzeniach badano aktywnos¢ dehydro-
genaz [15], oksydazy o-difenolowej [16], peroksydaz [17]
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Tabela 2. Zmiana aktywnosci enzymoéw oksydoredukcyjnych w glebie w obecnosci benzyny i jonéw selenu

Table 2. Change in oxidoreductive enzyme activities in soil in presence of gasoline and selenium

Prébka 1. doba 7. doba 14. doba 28. doba 56. doba 112. doba
dehydrogenazy, mgTPF/(kg-16h)
Prébka kontrolna 5,77bc 6,05¢ 47,14b 15,74b 22,78bc 48,51b
Benzyna 0,2% 13,26a 14,77a 55,45ab 18,14b 34,15a 47,62b
Benzyna 1% 6,80bc 0,96d 5,15cde 4,87cd 0,82e 0,82¢c
Benzyna 5% 5,29bc 0,48d 0,62de 0,48d 0,01e 0,08¢c
Se(IV) 7,83b 12,06 ab 57,58a 34,29a 34,22a 62,05b
Benzyna 0,2% + Se(IV) 13,47a 11,13b 47,83b 32,02a 30,44ab 90,43a
Beznyna 1% + Se(IV) 5,60bc 5,63¢c 5,84 cde 2,27d 2,70e 47,83b
Beznyna 5% + Se(IV) 5,70bc 0,13d 0,62de 0,25d 0,14e 0,35¢
Se(VI) 5,43bc 3,16¢cd 10,17¢ 5,63cd 7,08de 105,07a
Benzyna 0,2% + Se(VI) 8,80ab 5,15¢ 6,21cd 13,53bc 15,53 cd 94,01a
Benzyna 1% + Se(VI) 247c 0,76d 1,10de 2,33d 0,48e 1,92¢c
Benzyna 5% + Se(VI) 5,70bc 0,20d 0,14e 0,62d 041e 0,34c
oksydaza o-difenolowa, mmol utlenionego katecholu/(kg-10 min)
Prébka kontrolna 7,75b 7,93a 6,28ab 3,38a 6,05b 3,84ab
Benzyna 0,2% 8,05ab 8,11a 6,13b 3,48a 6,30ab 4,08ab
Benzyna 1% 8,53ab 7,66a 6,12b 3,36a 6,55ab 221c
Benzyna 5% 6,23¢c 7,57a 6,07b 3,16a 5,95b 3,61ab
Se(lV) 8,19ab 831a 6,85ab 3,24a 6,95ab 4,42a
Benzyna 0,2% + Se(IV) 8,14ab 8,47a 6,82ab 3,19a 7,44 ab 4,28a
Benzyna 1% + Se(IV) 8,42ab 8,78a 7,23ab 3,24a 7,16ab 3,73a
Benzyna 5% + Se(IV) 8,90a 8,25a 7,42ab 2,99a 561b 3,34b
Se(VI) 7,85b 8,68a 8,10a 3,24a 7,32ab 4,00ab
Benzyna 0,2% + Se(VI) 8,58ab 8,66a 7,70ab 3,58a 6,74ab 3,70ab
Benzyna 1% + Se(VI) 8,92a 7,97a 7,20ab 3,37a 8,05a 3,64ab
Benzyna 5% + Se(VI) 8,93a 7,63a 6,76ab 3,32a 5,64b 3,21b
katalaza, mmol H,0O,/(kg-min)
Prébka kontrolna 2,65ab 1,78ab 2,18ab 3,19ab 2,99a 2,75a
Benzyna 0,2% 2,40ab 2,13a 2,22ab 2,81bc 2,73ab 1,78ab
Benzyna 1% 2,31ab 1,79ab 2,26ab 2,98b 2,52abc 1,86ab
Benzyna 5% 1,69b 1,73ab 1,95b 1,74d 1,64cd 0,98b
Se(lV) 2,84ab 1,77 ab 3,15a 4,00a 3,32a 2,05ab
Benzyna 0,2% + Se(IV) 3,37a 1,78ab 2,04b 2,63bcd 1,76 bed 2,62a
Benzyna 1% + Se(IV) 2,31ab 1,76ab 1,96b 2,72bcd 2,98a 2,00ab
Benzyna 5% + Se(IV) 1,91b 1,15b 1,55b 1,87cd 1,22d 1,73ab
Se(VI) 2,75ab 1,60ab 2,44ab 2,73bcd 3,07a 2,05ab
Benzyna 0,2% + Se(VI) 2,66ab 1,86ab 2,17ab 3,36ab 3,08a 2,04ab
Benzyna 1% + Se(VI) 2,64ab 1,33b 1,95b 3,99a 1,81bcd 2,03ab
Benzyna 5% + Se(VI) 2,49ab 1,24b 1,73b 1,91cd 1,72bcd 1,38b
peroksydazy, mg purpurogaliny/(kg-30 min)

Prébka kontrolna 0,34e 0,38e 0,40de 0,37f 0,47de 0,42de
Benzyna 0,2% 0,48cd 0,56ab 0,41de 0,61c 0,55¢ 0,35e
Benzyna 1% 0,45cde 0,54 abc 0,58a 0,83a 0,72ab 0,71a
Benzyna 5% 0,44de 0,40de 0,47cd 0,61c 0,59¢ 0,55b
Se(IV) 0,44de 0,41de 0,37e 0,47de 0,46e 0,47 cd
Benzyna 0,2% + Se(IV) 0,51cd 0,49bcd 0,46cd 0,51d 0,55¢ 0,45d
Benzyna 1% + Se(IV) 0,47 cde 0,55abc 0,50ab 0,61c 0,75a 0,35e
Benzyna 5% + Se(IV) 0,49cd 0,53abc 0,44 cde 0,44 def 0,67b 0,48bcd
Se(VI) 0,57 abc 0,47 cde 0,52abc 0,40ef 0,58¢c 0,71a
Benzyna 0,2% + Se(VI) 0,55bcd 0,55abc 0,25f 0,45def 0,53cd 0,47cd
Benzyna 1% + Se(VI) 0,66ab 0,58a 0,54 ab 0,72b 0,75a 0,76a
Benzyna 5% + Se(VI) 0,68a 0,62a 0,44 cde 0,62¢ 0,71ab 0,55b

Wartosci w obrebie kolumn dotyczace danego enzymu, oznaczone tymi samymi literami, tworzg grupy jednorodne wyznaczone testem post-hoc Tukey HSD
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oraz katalazy [18]w 1., 7., 14., 28., 56. 1 112. dobie ekspe-
rymentu. Substratami do oznaczania aktywnosci dehydro-
genaz byt chlorek 2,3,5-trifenylotetrazolu (TTC) (Fluka),
katalazy — nadtlenek wodoru (POCh SA), oksydazy o-di-
fenolowej — katechol i prolina (Fluka), peroksydaz — piro-
galol (Sigma). Do sporzadzania roztworow wykorzystano
wode zdejonizowang (demineralizator HLP Smart 2000,
Hydrolab) o $redniej przewodno$ci wtasciwej 0,15 uS/cm
i napieciu powierzchniowym 72,3 mN/m w temperaturze
25°C. W oznaczeniach spektrofotometrycznych zastoso-
wano spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu).

Dyskusja wynikow

Wprowadzenie selenu(IV) do gleby niezanieczyszczo-
nej benzyng spowodowato przez wickszo$¢ czasu trwania
doswiadczenia istotng stymulacje aktywnos$ci dehydroge-
naz w 7., 14., 28. 1 56. dobie doswiadczenia, podczas gdy
dodanie selenu(VI) istotnie zmniejszyto aktywnos¢ tej gru-
py enzymow w 14., 28. 1 56. dobie doswiadczenia, przy
czym w 112. dobie stwierdzono istotng aktywacj¢ dehy-
drogenaz o ponad 100%. Aktywnos¢ peroksydaz w 1., 14.,
56.1 112. dobie dos§wiadczenia ulegta natomiast istotnemu
zwigkszeniu w glebie z dodatkiem Se(VI) w poréwnaniu do
gleby kontrolnej. W przypadku katalazy i oksydazy o-dife-
nolowej nie odnotowano istotnych zmian ich aktywnosci po
wprowadzeniu selenu na obu stopniach utlenienia (tab. 2).

W celu okreslenia zmian aktywno$ci badanych enzy-
méw po wprowadzeniu do gleby zwigzkow selenu, war-
tosci rzeczywiste przedstawiono w procentach, przyjmujac
100% w przypadku gleby bez dodatku benzyny. W odpo-
wiednich kombinacjach punktem odniesienia byta gleba
kontrolna, gleba z dodatkiem Se(IV) i gleba z dodatkiem
Se(VI). Pozwolito to oceni¢ tendencj¢ zmian aktywnosci
oksydoreduktaz pod wplywem benzyny w zalezno$ci od
obecnosci zwigzkow selenu w glebie.

Wprowadzenie benzyny w ilosci 0,2% do gleby nieza-
wierajacej selenu spowodowato w dwoch pierwszych ter-
minach pomiaréw oraz w 56. dobie doswiadczenia istotna
stymulacj¢ aktywnos$ci dehydrogenaz. Obecno$¢ benzyny
w ilosci 0,2% w glebie z dodatkiem Se(IV) rowniez spowo-
dowala stymulacje aktywnosci tej grupy enzymow, jednak
byta ona zdecydowanie mniejsza w porownaniu do gleby
bez jonow selenu. Wigksza ilo$¢ benzyny (1% 1 5%) hamo-
wata aktywnos$¢ dehydrogenaz (jedynie po wprowadzeniu
1% benzyny w pierwszej dobie doswiadczenia stwierdzo-
no okoto 22% stymulacj¢ aktywnosci). W probkach gleby,
do ktérych wczesniej dodano zardwno selen(IV), jak i se-
len(VI), po wprowadzeniu benzyny w trakcie trwania do-
$wiadczenia wielokrotnie odnotowano wigksza aktywnos¢
dehydrogenaz, w poréwnaniu do gleby bez tego pierwiast-
ka (rys. 1). Zwigkszenie aktywnosci dehydrogenaz w glebie
z dodatkiem jonoéw selenu moze $wiadczy¢ o poprawie prze-
biegu metabolizmu oddechowego mikroorganizmoéw glebo-
wych, gtownie bakterii i promieniowcow [19]. Aktywnosé
dehydrogenaz w glebie powigzana jest z czynnoécia wielu
enzymow lub systemow enzymatycznych, powszechnie
wystepujacych w drobnoustrojach glebowych [15], a czyn-
ne dehydrogenazy wystepuja w glebie jako integralna czes$¢
nienaruszonych komoérek mikroorganizmow [20].

Aktywnosc¢ katalazy w glebie niezawierajacej jonow se-
lenu ulegta przez wigkszos¢ czasu trwania do§wiadczenia
zmniejszeniu po wprowadzeniu benzyny we wszystkich
ilosciach. Ponadto w poszczegoélnych terminach pomiarow
zauwazono tendencj¢ do zwickszania inhibicji aktywnosci
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Rys. 1. Zmiana aktywnosci dehydrogenaz wywotfana obecnoscig
benzyny w zalezno$ci od postaci selenu w glebie
Fig. 1. Change in dehydrogenase activity due to gasoline
presence as a function of soil selenium oxidation state

enzymu wraz ze wzrostem ilosci benzyny. W pierwszej
dobie doswiadczenia, a takze w trakcie dalszych pomia-
row (28., 56. 1 112. doba doswiadczenia) wykazano, ze po
wprowadzeniu benzyny do gleby z dodatkiem zwtlaszcza
selenu(VI), aktywnos$¢ katalazy byta wieksza niz w glebie
bez tego pierwiastka. Jedynie w 7. 1 14. dobie doswiadcze-
nia stwierdzono odwrotng zaleznos¢ (rys. 2). Podobnie jak
w przypadku dehydrogenaz, zwigkszenie aktywnosci kata-
lazy w glebie z dodatkiem jonow selenu moze wskazywac
na stymulacj¢ metabolizmu tlenowego drobnoustrojow,
gdyz enzym ten jest obecny tylko w komoérkach mikroorga-
nizmoéw wykorzystujacych tlen do proceséw oddechowych
(tlenowce, fakultatywne beztlenowce). Beztlenowce obli-
gatoryjne wykazuja bardzo matg aktywnos¢ katalazy lub
jej brak [21].
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Rys. 2. Zmiana aktywnosci katalazy wywotana obecnoscia
benzyny w zalezno$ci od postaci selenu w glebie
Fig. 2. Change in catalyse activity due to gasoline presence
as a function of soil selenium oxidation state

Aktywnos$¢ oksydazy o-difenolowej w wigkszosci ter-
minéw pomiardw po wprowadzeniu do gleby benzyny we
wszystkich ilosciach, byta zblizona do prébek kontrolnych.
Stwierdzona niewielka stymulacja badz inhibicja aktyw-
no$ci enzymu nie przekraczata zazwyczaj kilku procent.
Dotyczyto to zarowno gleby bez jonow selenu, jak i zawie-
rajacej tej pierwiastek na obu stopniach utlenienia (rys. 3).

Aktywnos¢ peroksydaz w glebie bez dodatku jonow se-
lenu w trakcie trwania prawie catego do§wiadczenia ulegta
znacznej stymulacji pod wplywem benzyny zastosowanej
we wszystkich ilosciach, natomiast po wprowadzeniu ben-
zyny do gleby zawierajacej selen na obu stopniach utlenie-
nia wykazana stymulacja ich aktywnosci byta wielokrotnie
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Rys. 3. Zmiana aktywnosci oksydazy o-difenolowej wywotana

obecnos$cig benzyny w zaleznosci od postaci selenu w glebie

Fig. 3. Change in o-diphenol oxidase activity due to gasoline
presence as a function of soil selenium oxidation state

mniejsza, w porownaniu do gleby bez tego pierwiastka.
Ponadto w glebie z dodatkiem selenu(VI) w 14., 28. 1 112.
dobie doswiadczenia odnotowano inhibicje aktywnosci
peroksydaz pod wplywem benzyny, przede wszystkim
w ilosci 0,2% (rys. 4).
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Rys. 4. Zmiana aktywnosci peroksydaz wywotana obecnoscig
benzyny w zaleznosci od postaci selenu w glebie

Fig. 4. Change in peroxidase activity due to gasoline presence
as a function of soil selenium oxidation state

Mogto to prawdopodobnie wynika¢ z przeciwutleniaja-
cych wilasciwosci selenu, a takze obecnosci tego pierwiast-
ka w budowie peroksydaz glutationowych, ktére stanowig
wazny element antyoksydacyjnego uktadu enzymatycznego
iuczestnicza w pierwszej i drugiej linii obrony przed reaktyw-
nymi formami tlenu. Biatka te konstytuuja rodzing enzymow
majacych zdolno$¢ redukceji nadtlenkéw nieorganicznych
(H,05) i nadtlenkéw organicznych (ROOH), z wytworze-
niem kwasu selenowego jako produktu posredniego [22].
Ponadto wykazano, ze przy udziale pozakomorkowych pe-
roksydaz ligninolitycznych zachodzi rozktad pierscieni we-
glowodoréw mono- i poliaromatycznych, a takze koutlenia-
nie cykloalkanow do cykloalkanonow [3,23].

Podsumowanie

Badania wykazaly, ze zanieczyszczenie gleby lekkiej
benzyna spowodowato zmiany aktywnos$ci oksydoreduktaz
glebowych, a rodzaj i wielko$¢ tych zmian zalezaty w du-
zym stopniu od obecnosci zwigzkow selenu w glebie. Wie-
lu autorow wskazuje na silny wptyw jonow selenu na oksy-
doreduktazy, takie jak katalaza, peroksydaza glutationowa
i dysmutaza ponadtlenkowa w organizmach zwierzgcych,

aniewiele badan dotyczy udziatu selenu w procesach bio-
chemicznych zachodzacych w glebie i roslinach. Wpro-
wadzenie do gleby selenu, zar6wno na stopniu utlenienia
+1V, jak 1 +VI w znaczacym stopniu zniwelowato oddzia-
tywanie benzyny na aktywnos$¢ dehydrogenaz oraz pe-
roksydaz glebowych, czyli enzymoéw bedacych integral-
ng czgscia nienaruszonych komoérek mikroorganizmow
oraz enzymow chronigcych przed reaktywnymi formami
tlenu i uczestniczacymi w przebiegu humifikacji. Moz-
na zatem wywnioskowac, ze nawozenie selenowe jest
czynnikiem ograniczajacym negatywne oddzialywanie
benzyny na metabolizm mikroorganizméw glebowych.
Jest to rowniez istotne z tego powodu, ze wigkszos¢ gleb
w Polsce jest objetych hiposelenoza, czyli niedoborem
selenu.
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Abstract: The effect of gasoline as a function of se-
lenium (IV and VI) on activity of four oxidoreductive
enzymes produced by soil microorganisms (dehydroge-
nase, catalase, o-diphenol oxidase and peroxidase) was
assessed in laboratory settings. The experiment was car-
ried out on loamy sand with organic carbon content of
8.7gC/kg. Different combinations of gasoline (0.2%,
1% and 5%) and selenium (IV and VI) in the amount

of 0.05 mmol/kg were used. The activity of oxidoreduc-
tases was determined in all the combinations tested after
1 to 112 days of the experiment. The presence of sele-
nium (both oxidation states) eliminated impact of gaso-
line on soil dehydrogenases and peroxidases, enzymes
characteristic for intact cells, protecting against reactive
oxygen species and involved in humification. Selenium
compounds were demonstrated to limit negative effect
of petroleum products on metabolism of soil microor-
ganisms.

Keywords: Petroleum products, soil pollution, dehy-
drogenases, catalase, peroxidase, o-diphenol oxidase.



