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Abstract. Paper presents study results upon evaluating the influence of anthracene on the
numbers of the three main taxonomic groups of soil microflora. Variable factors in the
experiment was a dose of hydrocarbon, temperature and incubation time. It was found that the
largest group of microorganisms in the studied soil were bacteria, actinomycetes was
considerably less and fungi. Microorganisms showed different sensitivity to the presence of
anthracene, which depended on the dose, and the impact this has changed with time. On the
basis of average values for the whole period of incubation was found that a significant effect on
the number of bacteria was dose 1000 mg - kg_1, for actinomyces, 100 and 1000 mg - kg_1 and
for fungi 10 000 mg - kg™'. Higher temperatures caused a rise in the number of bacteria and the
limited development of the actinomycetes and fungi.
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WSTEP

Weglowodory ropopochodne nalezg do jednej z bardziej toksycznych grup ksenobiotykéw
obecnych w srodowisku glebowym. Szczegdlnie niebezpieczne sg wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne ze wzgledu na ich toksyczne, kancerogenne wtasciwosci (Prince
i Sambasivam 1993, Perera 1997). Moga one pochodzi¢ zaréwno ze zrédet naturalnych, jak
i antropogennych, czyli m.in. procesow przemystowych. Weglowodory aromatyczne na ogot
hamujg wzrost mikroorganizmoéw, przy czym toksycznos$é¢ tych substancji ro$nie wraz ze
zwiekszaniem sie ich masy czasteczkowej (Neryng 1976). Istotna jest réwniez konfiguracja
benzenowych pierscieni, obecno$é i pozycja ich podstawnikéw (Sepié i in. 1997). Badanie
respiracji gleby, oznaczanie zawartosci biomasy zywych organizmow, aktywnosci
enzymatycznej czy tez liczebnosci mikroorganizméw moze dostarczy¢ informacji na temat
intensywnosci, rodzaju oraz czasu oddziatywania zanieczyszczen na biologiczng aktywnos¢
gleby (van Beelen i Doelman 1997, Brohon i in. 2001, Schloter i in. 2003, Eibes i in. 2006).

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu antracenu na liczebnos¢ wybranych
mikroorganizmow glebowych. W badaniach zastosowano rézne dawki weglowodoru
i zmienne warunki temperatury.
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MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono w glebie piaszczystej (piasek gliniasty lekki pylasty). Materiat
pobrano z gtebokosci 0-15 cm poziomu prochniczego. Glebe doprowadzono do 50% MPW
(wilgotnos¢ te utrzymywano przez caty okres doswiadczenia) i pozostawiono na 7 dni w celu
przywrécenia aktywnosci biologicznej. Materiat podzielono na trzy czesci, ktére skazono
antracenem w dawce 100, 1000 i 10 000 mg - kg™ s.m. gleby. Obiekt kontrolny stanowita
préba bez dodatku weglowodoru. Nastepnie glebe podzielono na trzy préby o wadze 300 g,
ktére umieszczono w polietylenowych pojemnikach i inkubowano w zmiennych warunkach
temperatury, odpowiednio w 5, 20 i 35°C.

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych przez cztery miesigce. Analizy
wykonywano w dniu skazenia gleby weglowodorem, a nastepnie po 7, 14, 28, 56 oraz 112
dniach inkubacji. Analizy obejmowaty okreslenie liczebnosci bakterii na podtozu agarowym
z ekstraktem glebowym wg Bunta i Roviry (1955), grzybéw na podtozu Martina (1950)
i promieniowcow na podtozu wg Cyganowa i Zukova (1964). Liczebnos¢ drobnoustrojow
oznaczono, stosujgc ptytkowg metode Kocha. Hodowle inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 7 dni. Wyniki przeliczono na 1 g s.m. gleby. Wszystkie oznaczenia
wykonano w trzech powtdrzeniach.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej, stosujgc wieloczynnikowg analize wariancji
oraz test Tukeya (poziom istotnosci a = 0,05). Czynnikiem w analizie byta dawka antracenu,
temperatura oraz czas inkubacji.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze wptyw antracenu na ogolng liczebnos¢
bakterii, promieniowcéw i grzybow byt zréznicowany w zaleznosci od jego dawki oraz
warunkow temperatury i zmieniat sie¢ wraz z uptywem czasu (rys. 1).

Liczebno$¢ komorek bakterii w badanej glebie ulegata znacznym wahaniom podczas
inkubacji. Zmiany te miaty charakter zarowno stymulacji, jak i inhibicji rozwoju drobnoustrojéw.
Istotny wzrost liczebnosci powyzej wartosci kontrolnych odnotowano przede wszystkim
w temperaturze 35°C, jednak tylko dla dawki 1000 i 10 000 mg - kg™" s.m. gleby stymulujacy
wplyw antracenu utrzymywat sie przez caty okres inkubaciji.

Najwieksze zmiany w liczebnosci promieniowcow, niezaleznie od temperatury, obserwowano
miedzy 7. i 56. dniem doswiadczenia, zwlaszcza w odniesieniu do najwyzszego stezenia
skazenia. Zdecydowanie niekorzystny wptyw na wzrost tych mikroorganizmow miata dawka
1000 mg - kg™' s.m. gleby i temperatura 35°C. W tych warunkach, juz miedzy 7. a 56. dniem
eksperymentu, liczebno$¢ promieniowcéw miescita sie w zakresie 3,03 - 10° — 3,83 - 10° jtk
w 1 g s.m. gleby. W stosunku do proby kontrolnej redukcja liczebnosci osiggneta wiec
poziom 1-95%.
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Rys. 1. Wptyw antracenu na liczebno$¢ bakterii, promieniowcow i grzybow w zmienn%/ch warunkach
temperatury (—e— K, —0—100 mg - kg™',—~0— 1000 mg - kg™',—A— 10 000 mg - kg™")

Fig. 1. Influence of anthracene on the number of bacteria, actinomycetes and fungi in the changing
conditions of temperature (—e— K, —-0—100 mg - kg~',—0— 1.000 mg - kg™',—~A— 10.000 mg - kg™")
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Liczebnos¢ grzybdw zmieniata sie zaleznie od warunkow inkubaciji. W nizszych temperaturach
liczba ich komorek ulegata na przemian zwiekszeniu lub redukcji, przy czym w 20°C nie
zaobserwowano istotnego zwigzku pomiedzy wielkosScig zmian a zastosowang dawkg
weglowodoru. Wyraznie negatywng reakcje grzybow na obecnos¢ antracenu odnotowano
w temperaturze 35°C, zwtaszcza przy jego najwyzszej dawce (10 000 mg - kg™ s.m. gleby).
Na ogot inhibicja zaobserwowana w dniu skazenia gleby weglowodorem utrzymywata sie do
konca doswiadczenia. Zdecydowanie najbardziej niekorzystnie w tych warunkach oddziatywata
najwyzsza dawka antracenu.

Biorgc pod uwage srednie wartosci z catego okresu ekspozycji stwierdzono, Ze istotny wptyw
na liczebno$¢ bakterii miata dawka 1000 mg - kg™, dla promieniowcéw 100 i 1000 mg - kg™,
a dla grzybéw 10 000 mg - kg™ (rys. 2).
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Rys. 2. Srednia liczebno$¢ bakterii (A), promieniowcéw (B) i grzybéw (C) w glebie skazonej
antracenem (wartosci srednie dla wszystkich temperatur, oznaczone réznymi literami, roznig
sie statystycznie istotnie)

Fig. 2. The average number of bacteria (A), actinomycetes (B) and fungi (C) in soil contaminated
with anthracene (mean values for all temperatures indicated by different letters differ
statistically significantly)

DYSKUSJA

Wprowadzenie do gleby ksenobiotykdw wywiera zréznicowany wplyw na réwnowage
biologiczng gleby, a wiec takze na sktad jakosciowo-ilosciowy drobnoustrojéw. Ich oddziatywanie
zalezy od rodzaju polutanta, jego stezenia oraz warunkow fizykochemicznych wystepujacych
w tym Srodowisku (Alexander 1975, Maliszewska-Kordybach 1986). Istotny wplyw czasu
inkubacji oraz dawki skazenia weglowodorami aromatycznymi na aktywnos¢ mikroorganizmow
glebowych potwierdzajg badania Maliszewskiej-Kordybach i Smreczak (2003).
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Dla bakterii obecnos¢ weglowodoréw ropopochodnych moze by¢ czynnikiem stymulujgcym
ich rozwdj i aktywnos$¢ (Michalcewicz 1995, Nowak i Hawrot 1999, Nowak i in. 2008).
W badaniach wtasnych wprowadzenie antracenu do gleby spowodowato wahania liczebno$ci
tych mikroorganizméw niemal we wszystkich probach, jednakze ich skala byta rozna
w zaleznosci od dawki, warunkéw temperatury, jak i czasu inkubacji. Stymulacje wzrostu
obserwowano przede wszystkim w temperaturze 35°C. Znaczny wzrost ogdlnej liczby
bakterii pod wplywem weglowodoréw aromatycznych obserwowaty takze Maliszewska-
-Kordybach i Smreczak (2003).

Liczebno$¢ promieniowcéw zalezata od dawki weglowodoru — najwieksze zmiany
w poréwnaniu z obiektem kontrolnym obserwowano w temperaturze 5°C. Wzrost liczebnosci
promieniowcéw w obecnosci weglowodorow (antracenu, naftalenu i pirenu) zaobserwowaty
Zabtocka-Godlewska i Buczkowska-Wesotowska (1998). Badaty one w warunkach skazenia
wplyw wapnowania, nawozenia mineralnego i bioaugmentacji na aktywnos¢ biologiczng
gleby. Autorki te stwierdzity poczatkowg redukcje liczby komérek promieniowcédw, po czym
wzrost ich liczby pod koniec doswiadczenia, ktory utrzymywat sie na poziomie ~ 60%
w porownaniu z wartosciami kontrolnymi. Inne wyniki otrzymata Michalcewicz (1995), ktéra
po dodaniu do gleby oleju napedowego obserwowata redukcje liczebnosci promieniowcow
w zakresie 20-60% w poréwnaniu z glebg kontrolng, jak réwniez stwierdzita, iz efekt ten
zwigzany byt z wielkoscig zastosowanej dawki oleju napedowego. Inhibicje liczebnosci
promieniowcéw pod wptywem substancji ropopochodnych potwierdzajg réwniez Zabtocka-
-Godlewska i Mrozowska (1997). By¢ moze spadek liczebnosci promieniowcéw zwigzany byt
ze wzrostem liczby bakterii, a wiec organizmdéw konkurencyjnych.

W obecnosci antracenu liczebnos¢ grzybdw rosta lub zmniejszata sie, natomiast zdecydowanie
niekorzystny wptyw obserwowano, niezaleznie od dawki weglowodoru, w najwyzszej badanej
temperaturze inkubacji. W swoich badaniach Borowiec i in. (1982) stwierdzit, ze substancje
ropopochodne, w tym olej napedowy zaréwno w dawce 1, jak i 2 ml - 50 g~' gleby, hamowat
rozwoj grzybow w poréwnaniu z glebg kontrolng. Zabtocka-Godlewska i Mrozowska (1997) badaty
wplyw oleju lekkiego i ciezkiego na aktywnos$c¢ biologiczng gleby. Obserwowaty one na poczatku
doswiadczenia wzrost liczebnosci grzybéw (do 14 dni), po czym jej redukcje. Wyjatek stanowity
préby z olejem lekkim zastosowanym w stezeniu 25%, gdzie stwierdzono spadek liczby
komorek grzybow od poczatku doswiadczenia. Negatywny wptyw substanciji ropopochodnych
potwierdzajg tez badania prowadzone przez Wyszkowska i Kucharskiego( 2001). Okresowy
wzrost grzybow w nizszych temperaturach, obserwowany w niniejszej pracy, moze oznaczaé
mozliwo$¢ wykorzystywania antracenu jako zrédta wegla, co wedtug Zabtockiej-Godlewskiej

i Mrozowskiej (1997) mogto maskowac toksyczny efekt wywotywany jego obecnoscig w glebie.
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WNIOSKI

Liczebnos$¢ bakterii ulegata wahaniom w zaleznosci od warunkéw inkubacji oraz dawki
antracenu. Stymulujacy wptyw obserwowano przede wszystkim w temperaturze 35°C
w odniesieniu do dawki 1000 i 10 000 mg - kg™ s.m. gleby.

Antracen stymulowat lub redukowat liczebnos¢é promieniowcéw. Zdecydowanie
niekorzystne oddziatywanie, gtéwnie pod wplywem stezenia 10 000 mg - kg™ s.m. gleby,
odnotowano w temperaturze 35°C.

Istotny wplyw koncentracji antracenu w glebie na liczbe komérek grzybow obserwowano
przede wszystkim w temperaturze 35°C. Odnotowana inhibicja, zwlaszcza w obecnosci
najwyzszej dawki weglowodoru, utrzymywata sie przez caty okres inkubacji.
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