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Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki oddziatywania oleju napedowego, przepracowa-
nego oleju silnikowego oraz selenu (IV i VI), na aktywno$¢ peroksydazowa gleby. Doswiadczenie
przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na piasku gliniastym o zawarto$ci wegla organicznego
8,7 g~kg’l. Do probek gleby wprowadzono w réznych kombinacjach kwas selenowy (IV) lub kwas
selenowy (VI) (ilos¢ dodanego Se wynosita 0,05 mmol-kg™) oraz przepracowany olej silnikowy lub olej
napedowy w ilosciach 2, 10 i 50 g-kg ™. Wszystkie probki doprowadzono do 60% maksymalnej pojem-
nosci wodnej i przechowywano w szklanych pojemnikach typu twist, w stalej temperaturze 20°C. Ak-
tywnos¢ peroksydaz oznaczono spektrofotometrycznie w 1., 7., 14., 28., 56. 1 112. dniu do§wiadczenia.
Skazenie gleby olejem napgdowym oraz przepracowanym olejem silnikowym spowodowato stymulacje
aktywnosci peroksydaz. Wprowadzenie selenu do gleby nieskazonej substancjami ropopochodnymi
wywotalo zmiany aktywnosci peroksydaz. Jedynie dodatek selenu VI do gleby zawierajacej olej nape-
dowy w dawce 2 gkg ™' spowodowat istotny wzrost $redniej aktywnosci peroksydaz glebowych.

Stowa kluczowe: gleba, peroksydazy, olej napedowy, przepracowany olej silnikowy, selen

WSTEP

Stabilno$¢ ekosystemu glebowego w duzej mierze zalezy od aktywnoSci en-
zymow, biorgcych udziat w degradacji, transformacji i mineralizacji materii orga-
nicznej, jak i rozktadzie ksenobiotykow. Do najczesciej analizowanych enzyméow
nalezg dehydrogenazy oraz szereg hydrolaz: celulazy, fosfatazy, proteazy, ureaza
(German i in. 2011). Niewiele badan poswigconych jest aktywnosci oksydaz poli-
fenolowych oraz peroksydaz, ktore pelnig kluczowe funkcje w degradacji ligniny
oraz humifikacji i mineralizacji wegla organicznego (Sinsabaugh 2010).
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Peroksydazy sa grupa enzymow katalizujacych reakcje, w ktorych akcepto-
rem elektronow jest nadtlenek wodoru (Bach i in. 2013). W glebie enzymy te
produkowane sg gtownie przez grzyby, ktore wydzielajg peroksydaze ligninowa
(EC 1.11.1.14), peroksydaze manganozalezng (EC 1.11.1.13), a takze szerokie
spektrum innych peroksydaz (EC 1.11.1.7) (Zeynalov i Nagiev 2015). Badania
Mohsenzadeh’a i in. (2012) wykazaty, ze peroksydazy grzybowe sa zdolne do
biodegradacji substancji ropopochodnych, w tym takze zawartych w nich wielo-
pierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA).

Pomimo ciggtych prob wdrazania pojazdow z napgdem hybrydowym, paliwa
kopalne nadal stanowig gldéwny czynnik energetyczny. Olej napedowy jest mie-
szaning dtugotancuchowych weglowodorow alifatycznych. Ze wzgledu na szero-
kie uzywanie do napedzania zar6wno samochodéw osobowych, jak i ciezarowych
moze on w niekontrolowany sposob dostawac si¢ gleby. Natomiast olej silnikowy
stosowany jest w kazdym pojezdzie napedzanym silnikiem tlokowym. Stuzy on
przede wszystkim do smarowania elementow ruchomych w bloku silnika.
W trakcie zuzywania oleju silnikowego znaczaco wzrasta w nim ilo§¢ WWA
(Ramadass i in. 2015).

Uwaza sig, ze selen jest jednym z najbardziej kontrowersyjnych pierwiastkow
sladowych. Z jednej strony, jest on toksyczny w duzych dawkach, ktore moga
prowadzi¢ do negatywnych skutkow srodowiskowych (Borowska i in 2015).
Z drugiej strony, deficyt tego pierwiastka jest globalnym problemem zwigzanym
ze zwickszong podatnoscig zwierzat i ludzi na wiele choréb (Lyons i in. 2007).
Weczesniejsze badania wykazaly, ze aplikacja selenu do gleb zanieczyszczonych
otowiem lub benzyng moze ograniczy¢ toksyczne oddzialywanie tych substancji
na aktywnos$¢ enzymow oksydoredukcyjnych w glebie (Strek i Telesinski 2014,
Strek i Telesinski 2015a).

Celem podjetych badan byta ocena oddziatywania selenu, dodanego w postaci
kwasu selenowego (IV) lub kwasu selenowego (VI) na aktywno$¢ peroksydazowa
gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym oraz przepracowanym olejem silnikowym.

MATERIAL I METODY BADAN

Doswiadczenie, w trzech powtorzeniach, przeprowadzono z wykorzystaniem gle-
by pobranej z poziomu ornopréchnicznego (0-0,3 m) gleb rdzawych typowych Rolni-
czej Stacji Doswiadczalnej w Lipniku (wojewddztwo zachodniopomorskie). Charakte-
ryzuje si¢ ona skladem granulometrycznym piasku gliniastego oraz zawartoscig wegla
organicznego 8,7 gkg'. Powietrznie sucha glebe przesiano przez sito o $rednicy
oczek 2 mm i podzielono na 0,5 kg nawazki. Nastepnie dodano do niej w réznych
kombinacjach selen, w postaci kwasu selenowego (IV) ikwasu selenowego (VI)
(ilos¢ dodanego Se wynosita 0,05 mmol-kg ') oraz przepracowany olej silnikowy
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lub olej napedowy w ilosciach 2, 10 i 50 g-kg ™. Odniesieniem (kontrola) byta gleba
bez dodatku selenu oraz oleju. Wszystkie probki doprowadzono do 60% maksy-
malnej pojemnosci wodnej i przechowywano w szklanych pojemnikach typu twist
w stalej temperaturze 20°C. Analizy aktywnosci peroksydaz (EC 1.11.1.7) prze-
prowadzono w 1., 7., 14., 28., 56. i 112. dobie od dnia zalozenia do§wiadczenia,
metodg Bartha i Bordeleau (1969) polegajaca na pomiarze ilosci purpurogaliny
(PPG) powstajacej w wyniku utlenienia pirogalolu w obecnosci H,O,. Oznaczenia
wykonano przy uzyciu spektrofotometru UV-1800 firmy Shimadzu.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie. W celu okreslenia wptywu ole-
ju napedowego, przepracowanego oleju silnikowego oraz zwigzkow selenu
w kolejnych dniach doswiadczenia przeprowadzono jednoczynnikowa analize
wariancji. Wartosci NIR( g5 obliczono testem Tukey’a na poziomie p = 0,05. Wy-
konano réwniez analize wariancji trojczynnikowa, osobno dla kazdego rodzaju
oleju, w ktorej zrodlem wariancji byly: dawka, stopien utlenienia selenu oraz
dzien doswiadczenia.

WYNIKI I DYSKUSJA

Aktywno$¢ peroksydaz w glebie kontrolnej w trakcie trwania do§wiadczenia
wahata sie w przedziale od 0,323 do 0,622 mmol PPG-kg ' s.m.-h"'. Wprowadzenie
do gleby oleju napgdowego lub przepracowanego oleju silnikowego w trakcie
trwania do§wiadczenia wywotalo przede wszystkim istotny wzrost aktywnosci tej
grupy enzymoOw. Jest to potwierdzeniem badan prowadzonych przez Li i in. (2005),
ktorzy wykazali istotng dodatnig korelacje pomigdzy zwartoscig substancji ropopo-
chodnych a aktywnoscig peroksydaz glebowych. Stymulacj¢ aktywnosci peroksy-
dazowej stwierdzono roéwniez w glebie skazonej benzyna (Strek 1 Telesinski 2015a)
oraz antracenem (Ma i in. 2003). Istotne obnizenie aktywnosci peroksydaz odnoto-
wano jedynie w 1. dniu do$wiadczenia w glebie zawierajacej wszystkie dawki obu
olejow, a takze w 28. dniu doswiadczenia po aplikacji 50 g-kg ™ oleju napedowego
i10 g'kg ' przepracowanego oleju napedowego oraz w 56. dniu do$wiadczenia po
dodatku 2 g-kg ™' przepracowanego oleju napedowego (tab. 1).

Aplikacja selenu do gleby nieskazonej badanymi olejami spowodowala istotne
zmiany aktywnosci peroksydaz tylko w pierwszym tygodniu trwania do$wiadczenia
(rys. 1A). W 1. dniu do$wiadczenia wprowadzenie selenu na obu stopniach utlenienia
wywotlalo obnizenie aktywnosci tej grupy enzymow. Zaobserwowana inhibicja w 7.
dniu doswiadczenia utrzymata si¢ tylko dla Se VI. Rowniez Nowak i in. (2004) odno-
towali obnizenie aktywnosci peroksydazowej gleby pod wplywem Se 1V, ktore zwigk-
szalo si¢ wraz ze wzrostem stezenia tego pierwiastka. Inne badania natomiast wykazaty
wzrost aktywnosci peroksydaz w glebie z dodatkiem Se VI (Strek i Telesinski 2015a).
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Wprowadzenie selenu do gleby zanieczyszczonej olejem napgdowym, jak
i przepracowanym olejem silnikowym spowodowato zmiany aktywnos$ci peroksy-
daz, ktore zalezaty zardwno od dnia do§wiadczenia, rodzaju substancji ropopochod-
nych, jak i ich dawki (rys. 1B-D). Podobne wyniki otrzymano we wcze$niejszych
badaniach nad wptywem selenu na aktywnos$¢ peroksydaz, jak i innych enzymow
oksydoredukcyjnych w glebie zanieczyszczonej benzyng (Strek i Telesinski 2015a).

Tabela 1. Aktywno$¢ peroksydaz w glebie skazonej olejem napgdowym oraz przepracowanym
olejem silnikowym (mmol PPG-kg™' s.m.-h™")

Table 1. Activity of peroxidases in soil contaminated with diesel oil and spent engine oil (mmol
PPG kg ' dm. h™")

Dawka substancji Czas inkubacji (dni) / Incubation time (days)
ropopochodnych (g-kg™)

1 7 14 28 56 112
Petroleum dosage
0 0,622 a 0,323d 0,540e¢  0,460c 0487c 0419c¢
Olej napgdowy / Diesel oil
2 0,493 ¢ 0,337d 0,538¢  0479bc  0,433d 0,425¢
10 0,530b 0,370c  0,573cd 0,460c  0,538b 0,479b
50 0,450d 0,518 a 0,713b  0,382d 0,553b 0,503 b
Przepracowany olej silnikowy / Spent engine oil
2 0,536 b 0,345d 0,590c  0,503b 0,583a 0,440c
10 0390e  0450b  0,602¢  0,368d 0,528b 0,495b
50 0,495 ¢ 0,505 a 0,813a 0,622a 0,592a 0,779 a

Wartos$ci $rednie oznaczone tymi samymi literami w obrebie kolumn nie r6znig si¢ statystycznie
(test Tukey’a przy p = 0,05) / Mean values denoted with the same letters within a column do not
differ statistically (Tukey’s test at p = 0.05)

Przeprowadzona trojczynnikowa analiza wariancji wykazala istotny wplyw
dawki oleju napedowego lub przepracowanego oleju silnikowego oraz czasu inku-
bacji na aktywno$¢ peroksydaz, na poziomie p = 0,01 (tab. 2). Stopien utlenienia
selenu istotnie, na poziomie p = 0,05, wplynat na aktywnos¢ tej grupy enzymow
jedynie w przypadku przepracowanego oleju silnikowego. Natomiast interakcja
pomigdzy oddziatywaniem dawki oleju a aplikacjg selenu byta istotna, na poziomie
p = 0,05 dla oleju napgdowego. Wartosci NIR os obliczone testem Tukey’a wykaza-
ly, ze tylko wprowadzenie Se VI spowodowalo w glebie bez substancji ropopo-
chodnych obnizenie, a w glebie z dodatkiem oleju napedowego w dawce 2 g-kg'
wzrost $redniej aktywnos$ci peroksydaz (tab. 3). Wykazano rdwniez istotng interak-
cj¢, na poziomie p = 0,01, pomigdzy dawka substancji ropopochodnych a dniem
doswiadczenia w przypadku obu badanych olejow oraz pomiedzy stopniem utle-
nienia selenu i czasem inkubacji, a takze pomiedzy wszystkimi czynnikami w przy-
padku przepracowanego oleju silnikowego (tab. 2).
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Rys. 1. Zmiany aktywnosci peroksydaz po wprowadzeniu selenu do gleby bez dodatku oleju nape-
dowego — DO i przepracowanego oleju silnikowego — SEO (A) oraz z olejami w dawce 2 (B), 10
(©)i50 gkg ' (D)

Fig. 1. Changes of peroxidase activities after selenium application to soil without diesel oil — DO
and spent engine oil — SEO (A), and with oils at dosage of 2 (B), 10 (C), 50 g kg™ (D)

Wprowadzenie do gleby selenu moze oddziatywacé na aktywno$¢ enzymow
oksydoredukcyjnych poprzez zwigkszenie syntezy mikrobiologicznej selenome-
tioniny oraz selenocysteiny, ktore nast¢pnie sg wbudowywane do biatek enzyma-
tycznych (Stolz i in. 2006). Wiele enzymoéw selenozaleznych, w tym peroksydaz,
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bierze udzial w detoksykacji szkodliwego nadtlenku wodoru powstajacego
w wyniku stresu oksydacyjnego wywotanego miedzy innymi obecnoscig substan-
cji ropopochodnych (Li i in. 2005, Allocati i in. 2009). Ponadto peroksydazy,
wykazujace niska specyficzno$é substratowa, katalizujg utlenianie szerokiej gru-
py ksenobiotykéw organicznych (Rabinovich i in. 2004). Badania Torresa i in.
(2003) wykazaty, ze peroksydazy petnig istotng funkcj¢ w procesie degradacji
mikrobiologicznej niektérych wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycz-
nych, fenoli, czy pestycydow fosforoorganicznych.

Tabela 2. Trojczynnikowa analiza wariancji oddziatywania oleju napedowego lub przepracowanego
oleju silnikowego, zwiazkow selenu oraz czasu inkubacji na aktywnos¢ peroksydaz w glebie

Table 2. Three-way analysis of variance of the effects of diesel oil or spent engine oil, selenium
application and time of incubation on activity of peroxidases in soil

Zrédto wariancji Stopnie swobody Sredni kwadrat
Source of variation Degrees of freedom Mean square
Olej napedowy / Diesel oil
Dawka oleju (D) / Oil dosage 3 0,025 7,01%*
Aplikacja Se (Se) / Se application 2 0,001 0,17
Czas aplikacji (T) / Incubation time 5 0,159 44,12%*
D x Se 6 0,010 2,73%
DxT 15 0,030 8,19%*
SexT 10 0,005 1,35
DxSexT 30 0,003 0,87
Przepracowany olej silnikowy / Spent engine oil
Dawka oleju (D) / Oil dosage 3 0,322 63,13%*
Aplikacja Se (Se) / Se application 2 0,018 3,59%
Czas aplikacji (T) / Incubation time 5 0,250 49,03**
D x Se 6 0,010 1,98
DxT 15 0,061 12,04%%*
SexT 10 0,010 2,03%*
DxSexT 30 0,010 2,05%*

* istotne na p = 0,05 / significant at p = 0.05; ** istotne na p = 0,01 / significant at p = 0.01

Na podstawie wczesniejszych badan stwierdzono, ze aplikacja selenu, zwlasz-
cza Se IV, spowodowata wzrost pojemnosci antyoksydacyjnej gleby zanieczysz-
czonej substancjami ropopochodnymi (Strek 1 Telesinski 2015b). Jak podaje wie-
lu autorow, parametr ten jest bardzo dobrym wskaznikiem stabilno$ci materii
organicznej w glebie (Rimmer i Abbott 2011, Rimmer i in. 2013, Cardelli i in.
2014). Biodostgpnos¢ weglowodoréw z ropy naftowej zalezy od wzajemnego
oddzialywania tych zwigzkow z materig organiczng (Ghosh 2007). Substancje
ropopochodne, ktére nie zawierajg grup funkcyjnych, moga by¢ wiaczone do
struktury materii organicznej dopiero po przeksztatcaniu przez mikroorganizmy
1 wydzielane przez nie enzymy oksydoredukcyjne (Oleszczuk 2004). Dlatego tez,
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pomimo niewielkiego oddziatywania selenu na aktywnos$¢ peroksydaz w glebie
skazonej olejem napedowym oraz przepracowanym olejem silnikowym, celowym
wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan nad mozliwoscia wykorzystania zwigz-
koéw selenu w ograniczeniu oddzialywania substancji ropopochodnych na procesy
oksydoredukcyjne w glebie.

Tabela 3. Zmiany $redniej aktywnoéci peroksydaz (mg PPG-kg™' s.m.-h™") w glebie po wprowadze-
niu selenu w zaleznosci od dawki oleju

Table 3. Changes in mean activity of peroxidases (mg PPG kg' dm. h™") in soil treated with sele-
nium in relation to oil dosage

Dawka / Dosage (g-kg™)

Dodatek selenu Olej napgdowy Przepracowany olej silnikowy
Selenium application 0 Diesel oil Spent engine oil
2 10 50 2 10 50
Bez Se/ Without Se  0,475a 0451b 0492a 0,520a 0,499a 0472a 0,634a
Se IV 0,461a 0474b 04742 0,509a 0,493a 0,490a 0,670a
Se VI 0,427b 0498a 0,504a 0487a 0497a 0486a 0,581a

Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w obregbie kolumn nie r6znia si¢ statystycznie
(test Tukey’a przy p = 0,05) / Mean values denoted with the same letters within a column do not
differ statistically (Tukey’s test at p = 0.05)

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzic¢, ze:

1. zanieczyszczenie gleby olejem napedowym oraz przepracowanym olejem
silnikowym spowodowato stymulacj¢ aktywnosci peroksydaz;

2. wprowadzenie selenu do gleby nieskazonej substancjami ropopochodnymi
wywotato zmiany aktywnos$ci peroksydaz tylko w poczatkowym okresie po aplikacji;

3. jedynie dodatek selenu VI do gleby zawierajacej olej napedowy w niskiej
dawce (2 g'kg') spowodowal podwyzszenie sredniej aktywnosci peroksydaz
glebowych.
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COMPARISON OF SELENIUM EFFECT ON PEROXIDASE ACTIVITIES
IN SOIL CONTAMINATED WITH DIESEL OIL AND SPENT ENGINE OIL

Michat Strek, Arkadiusz Telesinski
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e-mail: arkadiusz.telesinski@zut.edu.pl

Abstract. This paper describes the impact of diesel oil, spent engine oil and selenium (IV
and VI) on peroxidase activity in soil. Experiment was carried out in laboratory conditions on loamy
sand with organic carbon content of 8.7 g kg™'. Different combinations of selenic (IV) acid or se-
lenic (VI) acid (the Se amount was 0.05 mmol kg ') and diesel oil or spent engine oil at dosage of 2,
101 50 g kg™' were added to soil samples. All samples were adjusted to 60% of the maximum water
holding capacity and stored in glass twist containers at a temperature of 20°C. Activity of peroxi-
dases was determined spectrophotometrically on days 1, 7, 14, 28, 56 and 112. Soil contamination
with diesel oil and spent engine oil increased the activity of peroxidases. Application of selenium to
soil uncontaminated with petroleum hydrocarbons caused significant changes of peroxidase activi-
ties in the initial period of experiment. Only in soil containing diesel oil at the dosage of 2 g kg™
significant increase in activity of peroxidase was observed after treatment with selenium VI.
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