


AKTYWNOŒÆ BIOLOGICZNA
ORAZ PROCESY JEJ TOWARZYSZ¥CE

W GLEBACH ORGANICZNYCH NAWADNIANYCH
OCZYSZCZONYMI ŒCIEKAMI MIEJSKIMI

131

Instytut Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzañskiego PAN
w Lublinie

Rozprawy i Monografie
2006 (2)

Ma³gorzata Brzeziñska

(Badania polowe i modelowe)



Komitet Redakcyjny 

Redaktor Naczelny 
Ryszard T. Walczak, czł. koresp. PAN 

Zastępca Redaktora Naczelnego 
Józef Horabik 

Sekretarz Redakcji 
Wanda Woźniak 

 

Rada Redakcyjna 
Tomasz Brandyk, czł. koresp. PAN – przewodniczący 

 
Ryszard Dębicki 
Bohdan Dobrzański 
Danuta Drozd 
Franciszek Dubert 
Tadeusz Filipek 
Józef Fornal 
Jan Gliński, czł. rzecz. PAN 
Grzegorz Józefaciuk 
Eugeniusz Kamiński 
Andrzej Kędziora 
Tadeusz Kęsik 
Krystyna Konstankiewicz 
Janusz Laskowski 

Jerzy Lipiec 
Piotr P. Lewicki 
Stanisław Nawrocki, czł. rzecz. PAN 
Edward Niedźwiecki 
Viliam Novák, Słowacja 
Josef Pecen, Czechy 
Tadeusz Przybysz 
Stanisław Radwan, czł. koresp. PAU 
Jan Sielewiesiuk 
Witold Stępniewski 
Zbigniew Ślipek 
Bogusław Szot 

 

Opiniowali do druku 
Prof. dr hab. Jan Gliński 
Prof. dr hab. Jan Koper 

 

Adres redakcji 
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzańskiego PAN, ul. Doświadczalna 4, P.O. Box 201 

20-290 Lublin 27, tel. (0-81) 744-50-61, e-mail: editor@demeter.ipan.lublin.pl 
http://www.ipan.lublin.pl 

 
Praca wykonana częściowo w ramach projektów badawczych nr 5 P06H 035 16 i nr 3 P04G 080 25 
finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji Departament Badań Naukowych w latach 

1999-2001 i 2003-2005 oraz działalności statutowej IA PAN 
 

Publikacja indeksowana przez 
Polish Scientific Journal Contents – Life Sci. w sieci Internet 

pod adresem http://psjc.icm.edu.pl 
 

Copyright by Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzańskiego PAN, Lublin 2006 

ISSN 1234-4125 

 Wydanie I. Nakład 150 egz. Ark. wyd. 12,5 
Skład komputerowy: Marek Pazur, Małgorzata Brzezińska 

Druk: Drukarnia ALF-GRAF, ul. Kościuszki 4, 20-006 Lublin 



 

SPIS TREŚCI 

1. WSTĘP I CEL PRACY ..........................................................................................    7 
2. AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA GLEBY I PROCEY JEJ TOWARZYSZĄCE .....   11 

2.1. Aktywność dehydrogenaz w glebie ..................................................................   11 
2.2. Aktywność katalazy w glebie ...........................................................................   12 
2.3. Oddychanie gleby .............................................................................................   13 
2.4. Biomasa drobnoustrojów glebowych ...............................................................   13 
2.5. Potencjał oksydoredukcyjny gleby ...................................................................   14 

3. OBIEKT I METODYKA BADAŃ ........................................................................   16 
3.1. Obiekt badawczy ..............................................................................................   16 

3.1.1. Doświadczenie polowe ................................................................................   20 
3.1.2. Doświadczenie na monolitach glebowych ...................................................   20 
3.1.3. Doświadczenie na próbkach glebowych ......................................................   21 

3.2. Metodyka pomiarów ........................................................................................   23 
3.2.1. Oznaczanie aktywności dehydrogenaz w glebie .........................................   23 
3.2.2. Oznaczanie aktywności katalazy w glebie ..................................................   24 
3.2.3. Oznaczanie stęŜenia gazów w powietrzu nad glebą .....................................   24 
3.2.4. Oznaczanie biomasy drobnoustrojów w glebie ............................................   24 
3.2.5. Pomiar potencjału redoks gleby ..................................................................   24 
3.2.6. Inne oznaczenia ...........................................................................................   25 

4. WYNIKI I DYSKUSJA .........................................................................................   26 
4.1. Doświadczenie polowe .....................................................................................   26 

4.1.1. ZróŜnicowanie aktywności enzymatycznej w glebach kontrolnych ............  26 
4.1.2. Zmiany właściwości gleb pod wpływem ścieków .......................................   27 
4.1.3. Procesy oksydoredukcyjne w glebach .........................................................   38 
4.1.4. Aktywność dehydrogenaz i katalazy dla całych profili (wartości średnie) .....   41 
4.1.5. ZaleŜność aktywności oksydoreduktaz od potencjału redoks gleby.............   42 
4.1.6. Podsumowanie wyników doświadczenia polowego ....................................   48 

4.2. Doświadczenie modelowe na monolitach glebowych ......................................   49 
4.2.1. Charakterystyki wodne i biologiczne gleb ...................................................   49 
4.2.2. Potencjał redoks gleb....................................................................................   56 
4.2.3. Analiza statystyczna wyników ....................................................................   58 
4.2.4. Podsumowanie wyników badań na monolitach glebowych ........................   59 

4.3. Doświadczenie modelowe na próbkach z wierzchnich warstw gleb ................   60 
4.3.1. Aktywność dehydrogenaz ...........................................................................   61 

4.3.1.1. Aktywność dehydrogenaz w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy.....  61 
4.3.1.2. Aktywność dehydrogenaz w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy....   63 

4.3.2. Aktywność oddechowa ................................................................................   67 
4.3.2.1. Aktywność oddechowa w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy .....   68 

4.3.2.1.1. Wydzielanie CO2 ............................................................................... 68 
4.3.2.1.2. Pobranie O2 .....................................................................................   72 
4.3.2.1.3. Współczynnik oddechowy RQ.........................................................   74 



 

4.3.2.2. Aktywność oddechowa w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy ....   77 
4.3.2.2.1. Wydzielanie CO2 .............................................................................   77 
4.3.2.2.2. Mineralizacja netto glukozy ............................................................   79 
4.3.2.2.3. Pobranie O2 .....................................................................................   81 

4.3.2.3. Relacje pomiędzy aktywnością dehydrogenaz i oddychaniem ...............   83 
4.3.3. Biomasa drobnoustrojów .............................................................................   85 
4.3.4. Relacje pomiędzy Corg, Cmic i innymi właściwościami biologicznymi gleby ....   90 

4.3.4.1. Relacje pomiędzy Corg i aktywnością biologiczną gleb ..............................   90 
4.3.4.2. Wartości wskaźnika dostępności węgla (Cmic/Corg) ................................   95 
4.3.4.3. Relacje pomiędzy Cmic i wydzielaniem CO2............................................   97 
4.3.4.4. Wartości współczynnika metabolicznego qCO2 .....................................   99 
4.3.4.5. Wartości specyficznej aktywności biomasy drobnoustrojów qDHA .....  102 
4.3.4.6. Wartości wskaźnika C:N .......................................................................  103 

4.3.5. Aktywność metanotroficzna .......................................................................  104 
4.3.6. Emisja i sorpcja N2O ..................................................................................  107 
4.3.7. Potencjał redoks i odczyn gleby .................................................................  111 

4.3.7.1. Eh i pH gleby inkubowanej bez dodatku glukozy .................................  111 
4.3.7.2. Eh i pH gleby inkubowanej z dodatkiem glukozy .................................  114 

4.3.8. Aktywność katalazy ....................................................................................  116 
4.3.9. Redukcja Ŝelaza ..........................................................................................  117 

4.3.9.1. Zawartość Fe+2 w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy .................  117 
4.3.9.2. Zawartość Fe+2 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy ................  119 

4.3.10. Przemiany gazowe związane z obniŜeniem Eh gleby ...............................  119 
4.3.10.1. Emisja i sorpcja N2O w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy......  120 
4.3.10.2. Emisja i sorpcja H2 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy.........  121 
4.3.10.3. Emisja CH4 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy.....................  123 
4.3.10.4. Relacje pomiędzy potencjałem redoks i wskaźnikami aktywności  
  biologicznej gleby ...............................................................................  125 

4.3.11. Podsumowanie wyników doświadczenia na próbkach glebowych ...........  134 
5. WNIOSKI .............................................................................................................  143 
6. PIŚMIENNICTWO ..............................................................................................  145 
7. STRESZCZENIE ..................................................................................................  160 
8. SUMMARY ..........................................................................................................  162 
 



 

WYKAZ WA śNIEJSZYCH SKRÓTÓW 
 

BZT5 – biologiczne zapotrzebowanie na tlen w okresie 5 dni (g O2·m
–3), 

C:N – wskaźnik stosunku Corg (% w/w) do N ogółem (% w/w), 
ChZT – chemiczne zapotrzebowanie na tlen (g O2·m

–3), 
Cmic – węgiel zawarty w biomasie mikroorganizmów glebowych (mg·g–1), 
∆Cmic – zmiana biomasy mikroorganizmów glebowych (mg·g–1), 
Cmic/Corg – wskaźnik dostępności węgla dla mikroorganizmów (% w/w), 
Corg  – węgiel organiczny (% w/w; mg·g–1), 
DOC – rozpuszczalne związki organiczne (dissolved organic carbon), 
DHA – aktywność dehydrogenaz (nmol TPF g–1·min–1), 
efekt – zmiana wskaźnika w stosunku do gleby kontrolnej, 
E0’

 – potencjał standardowy przy pH 7 (V), 
Eh – potencjał oksydoredukcyjny (mV), 
∆Eh – zmiana wartości Eh (mV), 
Eh(t0) – wartość Eh wyjściowa (w czasie t0) (mV), 
Eh7 – wartość Eh korygowana do pH 7 (mV), 
glc – glukoza, 
KAT – aktywność katalazy (µmol H2O2 g

–1·min–1), 
LSD – test oparty na metodzie najmniejszych istotnych róŜnic, 
Nog – azot ogółem (% w/w), 
qCO2 – współczynnik metaboliczny (µg C-CO2·

 (mg Cmic)
–1·h–1)), 

qDHA – specyficzna aktywność biomasy (nmol TPF ·(mg Cmic)
–1·h–1)), 

RQ    – współczynnik oddechowy (respiratory quotient, mol·mol–1), 
SIR – respiracja indukowana substratem (substrate induced respiration), 
t0 – czas zerowy (stan wyjściowy), 
t300  – czas obniŜenia Eh do 300 mV w glebie zalanej w temperaturze 20°C (dni), 
WHC – pełna pojemność wodna (water holding capacity), 
ΣCO2 – ilość wydzielonego CO2 w danym czasie (mg C-CO2·kg–1), 

A – gleba kontrolna, pobrana z pola nawadnianego opadami atmosferycznymi, 
B – gleba pobrana z pola zalewanego ściekami miejskimi w niŜszej dawce 

(600 mm/rok),  
C – gleba pobrana z pola zalewanego ściekami miejskimi w wysokiej dawce 

(1200 mm/rok),  
D – gleba pobrana z pola nawadnianego czystą wodą (600 mm/rok), 
E – gleba pobrana z pola nawadnianego czystą wodą (1200 mm/rok),  
K – wariant gleby o wilgotności ok. 60% pełnej pojemności wodnej (WHC), 
W – wariant gleby zalanej wodą, 
Śc – wariant gleby zalanej ściekami. 
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1. WSTĘP I CEL PRACY 

Jednym z waŜniejszych zadań dotyczących ochrony środowiska jest obecnie 
utylizacja ścieków komunalnych. Często stosowaną w tym celu metodą jest 
wprowadzanie wstępnie oczyszczonych ścieków do gleby dla ich dalszego oczy-
szczenia na polach depozycyjnych, oczyszczalniach hydrofitowych bądź wyko-
rzystanie wód ściekowych w rolnictwie [28,30,84,165,208,214,261].  

Zastosowanie ścieków do nawadniania pól uprawnych i uŜytków zielonych naleŜy 
do najstarszych zabiegów ulepszających jakość gleby, jednakŜe obecnie ich stosowa-
nie wymaga spełnienia szeregu warunków (Prawo wodne, Dz.U. nr 115 poz. 1229, 
ustawa z dnia 18 lipca 2001; Dz.U. 02.212.1799 z dnia 16 grudnia 2002). Coraz czę-
ściej zakładane są niewielkie oczyszczalnie przydomowe, wykorzystujące przystoso-
wanie niektórych roślin, np. wierzby (Salix sp.), topoli (Populus sp.), trzciny (Phrag-
mites sp.), pałki (Typha sp.), sita (Juncus sp.) do rozwoju w terenach podmokłych. 
Atrakcyjność zastosowania wierzby i topoli wynika między innymi z szybkiego tempa 
ich wzrostu, wysokiego współczynnika transpiracji, zdolności pobierania i biodegra-
dacji zanieczyszczeń organicznych oraz akumulacji metali cięŜkich. Rośliny te nie 
stanowią pokarmu dla ludzi i zwierząt, a ich drewno moŜe być wykorzystane dodat-
kowo jako surowiec energetyczny [28,151,152]. 

Zatem zastosowanie wód ściekowych do nawadniania gleby moŜe jednocześnie 
rozwiązać problem utylizacji ścieków i dalszego ich oczyszczenia (co zmniejsza 
niebezpieczeństwo eutrofizacji zbiorników wodnych), wykorzystania znacznych 
ilości wody (waŜnego zwłaszcza w regionach wykazujących jej deficyt), odzyska-
nia związków biogennych (mających ekonomicznie wymierną wartość nawozową), 
rozwoju plantacji roślin energetycznych. 

Wody ściekowe z reguły powinny wpływać korzystnie na produktywność 
gleby z uwagi na znaczną zawartość pierwiastków biogennych i mikroskładni-
ków. Istnieje jednak niebezpieczeństwo wprowadzenia mineralnych i organicz-
nych związków toksycznych, zwłaszcza przy systematycznym stosowaniu zabie-
gów. Niektóre zanieczyszczenia wprowadzane ze ściekami nie mogą być rozło-
Ŝone lub są rozkładane powoli, zalegając w środowisku w ilościach toksycznych, 
np. wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne, rozpuszczalniki organiczne, 
związki tłuszczowe, detergenty, związki nieorganiczne metali. Istotny jest przy 
tym nie tylko poziom wprowadzanych zanieczyszczeń, ale teŜ czas ich oddziały-
wania oraz częstość stosowania [17,100,251].  

Nawadniana ściekami gleba pełni rolę filtru oczyszczającego ścieki 
z elementów biogennych i szkodliwych przed ich przesiąknięciem do wody grun-
towej (tzw. IIIo oczyszczenia). Najodpowiedniejsze są przepuszczalne gleby piasz-
czyste – piaski słabo gliniaste i gliniaste lekkie [165]. Gleby organiczne traktowane 
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są jako mniej wskazane ze względu na konieczność kontroli stosunków wodnych. 
Doświadczenia przeprowadzone na glebach murszowych i torfach przesuszonych 
wykazały ich przydatność do nawadniania [29,34,152,165]. 

Zdolność gleby do oczyszczania ścieków wynika z zachodzących w niej proce-
sów fizycznych, chemicznych, fizykochemicznych i biologicznych. Sorpcja biolo-
giczna obejmuje pobieranie składników pokarmowych i zanieczyszczeń przez ro-
śliny oraz przekształcanie i asymilację przez drobnoustroje glebowe. Aktywność 
biochemiczna gleby jest zatem podstawowym elementem systemu poprawy jakości 
biofiltru glebowego i oczyszczanych wód.  

Właściwości biologiczne i biochemiczne od dawna uznawane są za niezbędne 
elementy kształtujące jakość i Ŝyzność gleby, czyli zdolność do funkcjonowania 
w ramach ekosystemu w sposób zapewniający biologiczną produktywność i sprzy-
jający utrzymaniu odpowiedniej jakości środowiska oraz zdrowia roślin i zwierząt 
[12]. Powszechnie stosowanymi wskaźnikami aktywności biologicznej gleby jest ak-
tywność enzymatyczna, aktywność oddechowa, biomasa drobnoustrojów, skład i li-
czebność drobnoustrojów. Czynniki, które zakłócają lub hamują czynności Ŝyciowe 
organizmów glebowych naruszają z reguły prawidłowe funkcjonowanie ekosystemu. 
Dlatego aktywność biologiczna jest szeroko wykorzystywana do określania jakości 
gleby oraz szacowania zmian zachodzących w glebie, wywołanych stosowaniem 
czynników potencjalnie niebezpiecznych [93,136,155-158,187,231,242]. 

Pomimo stwierdzanych zmian właściwości fizycznych i chemicznych wywoła-
nych systematycznym zalewaniem gleby ściekami [66,67,125,128,184,253] pro-
blematyka oddziaływania ścieków na aktywność biologiczną gleby nie jest dokład-
nie poznana. W literaturze istnieje stosunkowo niewiele danych, dotyczących tego 
zagadnienia. Badania koncentrują się najczęściej na przeŜywalności drobnoustro-
jów patogennych, obiegu pierwiastków biogennych i metali cięŜkich, uprawie 
i właściwościach roślin oraz sytuacjach zagroŜenia dla ludzi i zwierząt [86,152, 
210,268]. Zbyt często przyjmowane wydaje się załoŜenie, Ŝe zdolność samooczysz-
czania gleby jest jej właściwością niezmienną [83]. ZauwaŜalne luki w badaniach 
dotyczą zwłaszcza tych funkcji metabolicznych drobnoustrojów glebowych, które 
wiąŜą się z ich adaptacją i wydajnością energetyczną oraz prowadzą do przemian 
glebowej substancji organicznej. Procesy redoks, mające silny związek z aktywno-
ścią biochemiczną drobnoustrojów w warunkach zalania gleby są znacznie lepiej 
rozpoznane w glebach mineralnych i bagiennych, natomiast niewiele badań dotyczy 
gleb pobagiennych. 

Zdecydowana większość publikowanych prac opisuje albo rezultaty doświad-
czeń polowych, albo teŜ doświadczeń modelowych, które z reguły przeprowadza-
ne są na glebach pobranych z innych miejsc niŜ te, na których prowadzono do-
świadczenia polowe. W związku z tym porównanie wyników jest rzeczą bardzo 
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trudną, jeśli nie niemoŜliwą, szczególnie w przypadku procesów biologicznych, 
na które znaczący wpływ mają warunki środowiskowe. 

Zgodnie z przyjętą w pracy hipotezą, dysponując wynikami otrzymanymi 
z doświadczeń polowych, nie moŜna precyzyjnie określić związku pomiędzy ak-
tywnością biologiczną a czynnikami fizyko-chemicznymi działającymi w glebie. 
Dotyczy to zarówno czynników naturalnych, jak równieŜ antropogenicznych. 
Mierzona wartość aktywności odzwierciedla stan in situ determinowany nie tylko 
przez aktualne warunki istniejące w glebie, ale teŜ w znacznej mierze przez histo-
rię zdarzeń poprzedzających oznaczenie (w tym warunków klimatycznych, sto-
sowanych zabiegów, lokalizację gleby, obecność roślin). Badania polowe mają 
bezsprzecznie ogromną wartość, pozwalają bowiem określić rzeczywisty, aktual-
ny status biologiczny Ŝyjącego układu glebowego w ramach danego ekosystemu. 
Jednak precyzyjne określenie mechanizmów zmian aktywności biologicznej gle-
by oraz relacji pomiędzy aktywnością drobnoustrojów i czynnikami abiotycznymi 
wymaga przeprowadzenia badań modelowych na próbkach glebowych przygoto-
wanych i poddanych pre-inkubacji w ustalonych warunkach fizycznych. Silne 
oddziaływanie całego splotu wielkości determinujących środowisko glebowe 
zakłóca bowiem poszczególne wpływy działające zarówno na poziomie pojedyn-
czej komórki, jak teŜ całej biocenozy utworzonej przez populacje róŜnych gatun-
ków organizmów glebowych. Sytuacją idealną jest późniejsze wykorzystanie 
zaleŜności rozpoznanych w warunkach laboratoryjnych do modelowania i prze-
widywania zmian w skali ekosystemu.  

Niniejsza rozprawa miała na celu kompleksowe zbadanie wpływu systema-
tycznego nawadniania gleb organicznych oczyszczonymi ściekami miejskimi 
na zmianę aktywności biologicznej mikroorganizmów glebowych i proce-
sów z nią związanych. 

Szczególną uwagę skupiono na aktywności drobnoustrojów heterotroficznych 
decydujących o przekształceniach substancji organicznej gleby oraz na właściwo-
ściach i procesach istotnych z punktu widzenia nadmiernego uwilgotnienia gleby, 
takich jak procesy redoks, zmiany pH, przemiany gazowe, zmiany dostępności 
węgla organicznego.  

Wpływ ścieków miejskich na aktywność biologiczną gleby badano począw-
szy od gleb w warunkach polowych, poprzez nienaruszone monolity glebowe 
a skończywszy na ściśle kontrolowanych badaniach laboratoryjnych próbek gle-
bowych. Wszystkie badania prowadzono na glebach zlokalizowanych i pobranych 
w tych samych miejscach:  

– w warunkach polowych badano aktywność wybranych oksydoreduktaz 
(dehydrogenaz i katalazy) oraz śledzono zmiany potencjału redoks gleby 
in situ z róŜną pokrywą roślinną;  
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– w celu eliminacji wpływu czynników klimatycznych i bezpośredniego 
oddziaływania roślin, podobne badania przeprowadzono w przewiezionych 
do laboratorium monolitach glebowych o nienaruszonej strukturze;  

– z uwagi na trudny w interpretacji charakter wyników badań polowych i mo-
nolitowych, podjęto badania laboratoryjne na próbkach glebowych pobra-
nych z wierzchnich warstw gleb nawadnianych ściekami oraz gleb kontrol-
nych. Dysponowanie większą ilością materiału glebowego w identycznych 
warunkach inkubacji znacznie zmniejszyło efekty zmienności przestrzennej 
gleby oraz pozwoliło na podjęcie próby oceny związków pomiędzy wskaź-
nikami biologicznymi. Jednocześnie został rozszerzony zakres oznaczanych 
wskaźników aktywności biologicznej. Badania obejmowały biomasę i me-
tabolizm oddechowy drobnoustrojów glebowych – wydzielanie CO2, pobie-
ranie O2, aktywność denitryfikacyjną, metanotroficzną, metanogenną, de-
hydrogenazową, katalazową, a takŜe stęŜenie Fe+2 oraz dynamikę przemian 
oksydoredukcyjnych (Eh) i odczyn gleby (pH). Przebieg procesów metabo-
licznych określano teŜ w obecności łatwo dostępnego źródła węgla (gluko-
zy) dla oceny wpływu ścieków na potencjalną aktywność biologiczną gle-
by. Obserwacje zmian aktywności drobnoustrojów oparto równieŜ na 
wskaźnikach wyznaczonych na podstawie danych doświadczalnych (RQ, 
qCO2, qDHA, Cmic/Corg, C:N) oraz na relacjach pomiędzy badanymi wskaź-
nikami.  

Oznaczane w pracy wielkości charakteryzują procesy oddechowe, które są 
podstawą utrzymania prawidłowych funkcji Ŝyciowych mikroorganizmów gle-
bowych. Ich kontrola jest konieczna szczególnie w warunkach stosowania zabie-
gów silnie zmieniających właściwości gleby, takich jak nawadnianie.  

Praca stanowi kontynuację badań, wynikających z zainteresowania autorki 
problemami aktywności biologicznej gleby [37-51,101-104,107,108,265,266,274, 
275,299-306]. 



 11 

2. AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA GLEBY I PROCESY JEJ TOWARZYSZĄCE 

Aktywność biologiczna gleb charakteryzowana jest przez aktywność enzyma-
tyczną, biomasę drobnoustrojów, aktywność oddechową – wydzielanie CO2, po-
bór O2, skład i liczebność drobnoustrojów, a takŜe przez aktywność specyficzną 
dla określonych warunków glebowych, między innymi metanotroficzną, denitry-
fikacyjną, metanogenną. Towarzyszą jej procesy redoks, zmiany pH i zmiany 
zawartości Fe(II), N2O, H2, CH4. 

2.1. Aktywność dehydrogenaz w glebie 

Dehydrogenazy są enzymami uczestniczącymi w procesach oddechowych 
komórki, stanowią liczną grupę oksydoreduktaz zlokalizowanych w cytoplazmie 
lub specyficznych strukturach utworzonych z błon cytoplazmatycznych. Dehy-
drogenazy katalizują utlenianie związków organicznych przez odłączenie od nich 
elektronów i protonów, przenoszonych następnie na akceptor końcowy. W obec-
ności tlenu, transport ten odbywa się, poprzez szereg pośredników, na elementy 
łańcucha oddechowego i ostatecznie na O2. W warunkach beztlenowych funkcję 
końcowego akceptora pełnią dostępne, utlenione formy nieorganiczne NO3

–, 
Mn(IV), Fe(III), SO4

–2, CO2 (oddychanie beztlenowe) lub związki organiczne 
(fermentacja). NiezaleŜnie zatem od stanu natlenienia gleby, dehydrogenazy są 
elementem metabolizmu oddechowego, ściśle związanego z wytwarzaniem ener-
gii biologicznie dostępnej (ATP) [2]. Za pośrednictwem koenzymów dehydroge-
naz (głównie NAD i NADP), protony odłączone od utlenianych substratów, 
uczestniczą równieŜ w procesach anabolicznych. 

Aktywność dehydrogenaz związana jest z czynnością wielu białek enzyma-
tycznych lub nawet systemów enzymatycznych, powszechnie występujących 
w drobnoustrojach glebowych (zarówno tlenowych, jak i  bez-tlenowych) [236]. 
W zasadzie czynne katalitycznie dehydrogenazy występują w  glebie jako integralna 
część nienaruszonych komórek. Oznaczenie aktywności tych enzymów w glebie jest 
zatem stosowane jako wskaźnik intensywności metabolizmu oddechowego wszyst-
kich populacji mikroorganizmów glebowych, co słuŜy do określania całkowitej 
aktywności mikrobiologicznej gleby [53,167,230]. Aktywność dehydrogenaz jest 
powszechnie stosowana do oceny czynników niekorzystnie działających na 
drobnoustroje glebowe. Obserwowano ścisłą zaleŜność pomiędzy aktywnością 
dehydrogenaz oraz zawartością materii organicznej, Ŝyznością gleby, liczebnością 
i biomasą drobnoustrojów glebowych, Corg, Norg, aktywnością proteolityczną, nitry-
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fikacją, denitryfikacyjną, respiracją oraz czynnością innych enzymów obecnych 
w glebie, m.in. fosfatazy kwaśnej i alkalicznej, sulfatazy, β-glukozydazy, katalazy, 
amylazy, sacharazy [27,78,89,96,98,131,148-150,155,236,294,298,301,305]. Przy-
datność pomiaru aktyw-ności dehydrogenaz w glebie jako testu eko-toksykologicz-
nego potwierdzona została licznymi badaniami dotyczącymi zmian aktywności 
biologicznej gleby przy róŜnym systemie uprawy i nawoŜenia, a takŜe w przypadku 
jej zanieczyszczenia metalami cięŜkimi, pestycydami, preparatami ropopochodnymi, 
policyklicznymi węglowodorami aromatycznymi [146-148,156-158,186,191,231, 
254]. Wiele badań wskazuje na istotny wpływ stanu natlenienia gleby na aktywność 
dehydrogenaz [37,44-49,104,105, 224,266,285,301]. 

2.2. Aktywność katalazy w glebie 

Funkcja katalazy (rozkład nadtlenku wodoru do wody i tlenu cząsteczkowe-
go) jest bardzo cenna dla kaŜdej komórki. Naturalny substrat enzymu, H2O2, po-
wstaje w trakcie metabolizmu oddechowego jako produkt uboczny czynności 
pewnych oksydoreduktaz (dysmutazy ponadtlenkowej i niektórych oksydaz) 
i stanowi jedną z reaktywnych postaci tlenu – silnie utleniającą i łatwo reagującą 
z białkami, DNA i innymi składnikami komórek. Prawdopodobnie bez przeszkód 
pokonując błony komórkowe, H2O2 powoduje nieodwracalne uszkodzenia struk-
tur biologicznych [117]. 

Katalaza (EC 1.11.1.6.) jest enzymem bardzo aktywnym, reaguje z H2O2 ok. 
10 000 razy szybciej niŜ np. peroksydazy roślinne. W ciągu sekundy cząsteczka 
katalazy moŜe rozłoŜyć ok. 200 000 cząsteczek nadtlenku wodoru [20]. 
Mikroorganizmy posiadają pojedynczą katalazę produkowaną konstytutywnie lub 
kilka izozymów (2-6), których synteza jest ściśle zaleŜna od fazy wzrostu 
populacji [307]. Szeroko rozpowszechniona wśród organizmów Ŝywych, katalaza 
występuje w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych. W środowisku 
glebowym obecna jest w komórkach wszystkich drobnoustrojów wykorzystu-
jących tlen do procesów oddechowych (tlenowce, beztlenowce fakultatywne). 
Beztlenowce obligatoryjne zazwyczaj nie wykazują aktywności katalazy (lub 
bardzo niską) [82]. 

Katalaza jest przede wszystkim enzymem wewnątrzkomórkowym, chronią-
cym komórki przed toksycznym H2O2, wytwarzanym w cytoplazmie i peroksy-
somach. Formę zewnątrzkomórkową enzymu charakteryzuje niski poziom ak-
tywności, nawet poniŜej 2% aktywności całkowitej [82]. Katalaza, podobnie do 
innych enzymów uwolnionych z komórek, wykazuje znaczną stabilność dzięki 
sorpcji przez minerały ilaste i materię organiczną kosztem pewnego obniŜenia 
aktywności [54,92,245].  
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Wykazano istotne dodatnie korelacje pomiędzy aktywnością katalazy w gle-
bie i zawartością materii organicznej, biomasą drobnoustrojów, poborem O2, wy-
dzielaniem CO2, zawartością ATP, Ŝyznością gleby, a takŜe aktywnością dehy-
drogenaz, amidazy glukozydazy, fosfodiesterazy oraz stopniem zredukowania 
gleby [37,89,104,105,148,170,190,235,265]. 

2.3. Oddychanie gleby 

Procesom utleniania biologicznego, związanego z wytwarzaniem energii, 
towarzyszy uwalnianie do atmosfery CO2, odłączanego przez dekarboksylazy 
komórek heterotroficznych od wyjściowych zredukowanych związków węglowych. 
Oddychanie (respiracja) jest procesem uniwersalnym, przeprowadzanym przez 
wszystkie organizmy heterotroficzne bytujące w glebie, wykorzystujące dostępne 
elementy glebowej materii organicznej. Pomiar ilości wydzielonego CO2 oraz 
pobranego O2, jest zatem metodą ilościowego oznaczenia aktywności metabolicznej 
mikroorganizmów heterotroficznych, tradycyjnie stosowaną do wielu układów 
biologicznych, w tym równieŜ gleby [3,53]. Podobnie jak inne funkcje metabolizmu 
komórkowego, intensywność oddychania determinowana jest stanem fizjologicznym 
komórek oraz istotnie zaleŜy od wielu czynników fizycznych i chemicznych 
(wilgotności i struktury gleby, temperatury, dostępności składników pokarmowych) 
[3,33]. Respiracja gleby istotnie koreluje z zawartością materii organicznej 
i większością parametrów biochemicznych i  mikrobiologicznych, modyfikowana jest 
teŜ przez zabiegi uprawowe, wprowadzanie pestycydów, metali cięŜkich, 
policyklicznych węglowodorów aromatycznych, oleju napędowego, ścieków [26,186, 
198,261,294]. Oddychanie gleby jest jednocześnie miarą mineralizacji węgla 
organicznego oraz metodą oceny dynamiki rozkładu związków organicznych 
w glebie [198]. JednakŜe w  warunkach naturalnych, naleŜy wziąć pod uwagę wkład 
korzeni roślin w ilość emitowanego CO2, który moŜe być istotny. W glebach 
organicznych moŜe on wy-nosić 10-50% całkowitej emisji dwutlenku węgla [106]. 

2.4. Biomasa drobnoustrojów glebowych 

Biomasa mikroorganizmów glebowych (Cmic) jest labilnym składnikiem 
materii organicznej gleby, istotnym z punktu widzenia przemian składników 
pokarmowych. Szacuje się, Ŝe węgiel biomasy stanowi do 4% całkowitego Corg 
gleby [97]. Zawartość biomasy w glebie istotnie koreluje z innymi wskaźnikami 
aktywności biologicznej, np. aktywnością dehydrogenaz, respiracją, zawartością 
Corg [12,59,98]. Ulega ona zmianie w obecności pestycydów, ścieków, metali 
cięŜkich i jest modyfikowana przez nawoŜenie mineralne i organiczne [55, 136, 
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198,234,243]. Biomasa drobnoustrojów glebowych jest uŜytecznym parametrem 
dla opisu zmian materii organicznej zachodzących w glebie [21,294]. Badania 
wykazały, Ŝe ilość wydzielonego CO2 jest proporcjonalna do Cmic (węgla zawar-
tego w biomasie drobnoustrojów danej próbki glebowej) [6,259,260]. Wartość 
biomasy, wyznaczona metodą SIR (substrate induced respiration) – oddychania 
indukowanego dodatkiem łatwo przyswajalnego substratu – silnie koreluje z bio-
masą drobnoustrojów określoną innymi technikami, np. metodą ekstrakcji-fumi-
gacji (FE) czy mikroskopową [7,173]. 

2.5. Potencjał oksydoredukcyjny gleby 

Potencjał redoks (Eh) jest fizykochemicznym parametrem wykorzystywanym 
do charakterystyki stanu natlenienia gleby. Wielkość potencjału redoks, będącego 
formalną miarą aktywności elektronów w roztworze glebowym, dostarcza infor-
macji o warunkach tlenowych panujących w glebie. Jest to parametr, który szcze-
gólnie istotnie odzwierciedla przemiany biogeochemiczne w glebie niedotlenionej 
[106,116,142,221,271]. 

Aktywność drobnoustrojów glebowych zaleŜy w znacznym stopniu od 
warunków tlenowych gleby, determinowanych przez jej właściwości fizyczne 
i  chemiczne [41,44,104,106,107]. Gleba prawidłowo przewietrzona wykazuje 
wartości Eh powyŜej 300 mV. Zalanie gleby drastycznie zmienia jej hydrosferę, 
atmosferę, biosferę i biogeochemię, a silne obniŜenie dyfuzji O2 do gleby (104 razy) 
uruchamia serię procesów fizycznych, chemicznych i biologicznych, które nie są 
spotykane w glebie przewietrzonej. Obecny w porach glebowych i rozpuszczony 
w roztworze tlen zostaje stosunkowo szybko wyczerpany przez organizmy 
glebowe, prowadząc do zmiany we wzajemnych proporcjach populacji 
drobnoustrojów [224]. Promieniowce, grzyby, droŜdŜe i bakterie tlenowe stają się 
mniej aktywne, giną lub przyjmują formy spoczynkowe. Zaczynają natomiast 
dominować bakterie beztlenowe fakultatywne, które w warunkach dobrego 
natlenienia wykorzystują O2, a w stanie anaerobiozy zmieniają metabolizm, 
korzystając z utlenionych składników nieorganicznych lub organicznych, jako 
końcowych akceptorów elektronów i protonów uwalnianych z substratów 
organicznych w trakcie procesów oddechowych. Następuje stopniowa redukcja 
gleby, przejawiająca się obniŜaniem Eh nawet do wartości ujemnych, zmianą pH 
oraz pojawianiem się zredukowanych form azotu, Ŝelaza i manganu. PrzedłuŜające 
się niedotlenienie wywołuje procesy fermentacyjne i rozwój beztlenowców 
bezwzględnych, prowadzący do wydzielania siarczków i metanu [116,142,241]. 
Odprowadzenie nadmiaru wody i uzupełnienie porów glebowych powietrzem 
umoŜliwia stopniowy powrót układu do sytuacji wyjściowej. Czynnikami 
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szczególnie silnie wpływającym na intensywność procesów oksydoredukcyjnych 
w glebie niedotlenionej jest temperatura i zawartość dostępnego źródła węgla [41, 
44,102,103,106,116]. 

Stan natlenienia porowatego układu glebowego jest zmienny i zaleŜny od 
panujących warunków fizycznych, przede wszystkim wodno-powietrznych i ter-
micznych oraz składu chemicznego, szczególnie od zawartości łatwo przyswajalnego, 
zredukowanego substratu węglowego oraz tych związków, które mogą przyjmować 
elektrony i protony od metabolizujących drobnoustrojów [122,221]. Intensywność 
przemian oksydoredukcyjnych jest zatem deter-minowana przez szereg czynników 
[106,116,142]. Jednocześnie, warunki aeracyjne gleby silnie modyfikują relacje 
pomiędzy drobnoustrojami, jej fazą ciekłą i gazową, a dalej takŜe fazą stałą gleby 
poprzez uruchamianie lub immobilizację niektórych jej składników. Kluczowe 
miejsce w badaniach, związanych z relacją aktywności biologicznej gleby do jej 
warunków aeracyjnych zajmują nieorganiczne formy azotu (będące podstawowym 
składnikiem pokarmowym roślin, stwarzające teŜ niebezpieczeństwo eutrofizacji), 
dostępne formy Ŝelaza (wykazujące znaczną zdolność zabezpieczenia układu przed 
gwałtownym, niekorzystnym obniŜeniem Eh) oraz metan (przyczyniający się wraz 
z N2O i CO2 do zwiększenia efektu cieplarnianego).  
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3. OBIEKT I METODYKA BADAŃ 

3.1. Obiekt badawczy  

Obiekt doświadczalny w dolinie rzeki Bystrzycy, w pobliŜu oczyszczalni 
ścieków Hajdów koło Lublina (północno-zachodnia część PłaskowyŜu Świdnic-
kiego przylegająca do krawędzi PłaskowyŜu Nałęczowskiego), załoŜony został 
w 1996 r. dla realizacji projektu badawczego zamawianego PBZ 31-03 AR, PL 
i IA PAN w Lublinie „Opracowanie zintegrowanego systemu oczyszczania ście-
ków miejskich połączonego z nawadnianiem upraw przemysłowych”.  

Gleby, na których załoŜono pole doświadczalne są hydrogenicznymi, poba-
giennymi glebami torfowo-murszowymi oraz mineralno-murszowymi, wytwo-
rzonymi z torfu niskiego turzycowiskowego [86,253] (według klasyfikacji FAO, 
odpowiednio, Terric Histosol oraz Histi-Mollic Gleysol [128]). Podstawowe wła-
ściwości badanych gleb przedstawia tabela 1. 

Do nawodnień stosowano ścieki komunalne po dwóch stopniach oczyszczenia 
(mechanicznym i biologicznym), pochodzące z miejskiej oczyszczalni ścieków 
(Hajdów k. Lublina). Oczyszczalnia zbiera ścieki z Lublina (ok. 360 tys. miesz-
kańców) oraz Świdnika (ok. 40 tys. mieszkańców). Wielkości zanieczyszczeń 
BZT5, ChZT i zawartości metali cięŜkich w stosowanych ściekach nie przekracza-
ły wartości dopuszczalnych ustawami, natomiast okresowo wykazywały pewne 
przekroczenia w zakresie substancji biogennych – azotu azotanowego(V), azotu 
amonowego oraz azotu i fosforu ogółem [86,153].  

Wielkości parametrów i zawartości poszczególnych substancji w stosowanych 
ściekach wahały się w zakresie (wartości wyraŜone w g·m–3): ChZT 30,1-56,3; 
BZT5 8,3-22,6; N-NH4

+ 1,0-7,1; N-NO3
– 20,2-38,4; Nog 22,3-43,6; P-PO4

3– 3,1-6,8; 
Pog 3,7-7,0; Na+ 24,3-69,4; K+ 11,8-27,7; Ca2+ 59,7-95,2; Mg2+ 12,6-19,7; SO4

2– 

43,6-116,3; Cl– 67,8-121,6; Zn 0,018-0,800; Cu 0,006-0,198; Pb 0,007-0,096; zaś 
pH w zakresie 6,5-8,4. 

Dawkę ścieków (jednorazową pojedynczą, odpowiadającą 60 milimetrowemu 
zalaniu gleby) wyznaczono w oparciu o wymagania roślin odnośnie podstawo-
wych składników pokarmowych (N, P, K) i wody [86].  

Przed rozpoczęciem prac obszar doświadczalny uŜytkowany był ekstensywnie 
jako łąka. W roku 1996 na omawianym obiekcie przeprowadzone zostały inten-
sywne inŜynierskie prace ziemne. Dla potrzeb dalszych badań przyjęto załoŜenie, 
Ŝe w kaŜdej z gleb system drenaŜu, przygotowany przed wprowadzeniem nawod-
nień, był jednakowo sprawny.  

W roku 1997 na wydzielonych polach o powierzchni ok. 1 ha kaŜde, wpro-
wadzono do uprawy rośliny: topolę (Populus nigra i Populus alba), wierzbę krze-
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wiastą (Salix americana i Salix viminalis) oraz mieszankę traw (z dominacją 
Alopecurus pratensis, Phalaris arundinacea i Festuca pratensis). Na kaŜdym polu 
(odpowiednio nr 1, nr 2 i nr 6), wyodrębniono trzy poletka eksperymentalne, 
rozdzielone groblami o wysokości ok. 50 cm. 

Tabela 1. Podstawowe właściwości badanych gleb  
Table 1. Basic characterisitcs of tested soils 

Warstwa Substancja organiczna pH  Gęstość Gleba 
Soil Layer (cm) Organic matter (%) CaCl2 Density (Mg·m–3) 

1A 0-10 30,3 7,93 0,515 
 10-30 36,5 7,81 0,460 
 30-50 47,9 8,92 0,307 
 50-70 43,6 8,21 0,443 

1B 0-10 33,8 7,76 0,405 
 10-30 38,4 8,35 0,460 
 30-50 35,3 8,29 0,562 
 50-70 41,4 8,69 0,378 

1C 0-10 38,6 7,89 0,463 
 10-30 48,3 8,92 0,487 
 30-50 31,2 8,60 0,560 
 50-70 40,2 8,05 0,394 

2A 0-10 35,1 7,81 0,578 
 10-30 41,1 7,80 0,627 
 30-50 32,5 7,85 0,504 
 50-70 42,6 9,13 0,375 

2B 0-10 33,4 7,83 0,572 
 10-30 30,1 7,83 0,648 
 30-50 37,3 7,76 0,459 
 50-70 33,2 7,80 0,423 

2C 0-10 36,6 7,76 0,429 
 10-30 36,7 7,79 0,547 
 30-50 37,8 7,81 0,494 
 50-70 39,0 7,74 0,421 

6A 0-10 17,1 7,84 0,911 
 10-30 24,6 7,63 0,976 
 30-50 38,8 7,66 0,550 
 50-70 31,0 7,76 1,042 

6B 0-10 18,9 7,64 0,904 
 10-30 26,0 7,64 0,606 
 30-50 46,4 7,36 0,575 
 50-70 26,0 7,15 0,826 

6C 0-10 20,9 7,81 0,864 
 10-30 20,1 7,49 1,041 
 30-50 21,9 7,86 0,858 
 50-70 29,0 7,77 1,231 
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Schemat obiektu i ogólny układ doświadczeń ilustruje rysunek 1. 
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Rys. 1. Schemat obiektu i ogólny układ doświadczeń. Objaśnienia w tekście 
Fig. 1. The scheme of the experimental site and general set of experiments. Explanation in the text 
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Poletka A (kontrolne) nawadniane były tylko opadami atmosferycznymi (włą-
czając naturalne procesy podsiąkania), poletka B i C w latach 1997-2000 zalewano 
oczyszczonymi ściekami miejskimi. Na poletkach kontrolnych (A), w roku 1999 
wyodrębniono dodatkowo nienaruszone profile D i E, które odizolowano od pozo-
stałej gleby rurami PCV do głębokości 70 cm. Nawadniano je czystą wodą w latach 
1999-2000 w ilościach i terminach odpowiadających zalewom zasadniczym. Zatem 
w przypadku kaŜdego układu gleba–roślina zastosowano następujące warianty: 

A – gleba kontrolna, nawadniana jedynie opadami atmosferycznymi;  
B – gleba nawadniana wodami ściekowymi w dawce pojedynczej (60 mm);  
C – gleba nawadniana wodami ściekowymi w dawce podwójnej (120 mm);  
D – gleba nawadniana czystą wodą w dawce pojedynczej (60 mm); 
E – gleba nawadniana czystą wodą w dawce podwójnej (120 mm). 

Poletka doświadczalne (A, B, C) oraz profile D i E posiadały odpowiednie 
oprzyrządowanie do pomiaru potencjału redoks. Na głębokościach 10 cm, 30 cm, 
50 cm i 70 cm umieszczono po trzy elektrody platynowe z przewodami wypro-
wadzanymi na powierzchnię.  

Wody ściekowe z oczyszczalni doprowadzano w ustalonych terminach na te-
ren obiektu doświadczalnego przepompowując je poprzez system rur kanalizacyj-
nych do zbiornika przylegającego do poletek. Ze zbiornika ścieki kierowane były 
do rowu doprowadzającego, zaopatrzonego w otwierane zastawki, pozwalające na 
dozowanie odpowiednich ilości ścieków na odpowiednie pola. Rów doprowadzają-
cy biegł wzdłuŜ grobli znajdującej się pomiędzy poletkami B i C (rys. 1). Prędkość 
wpływania wód ściekowych na poletka była tak dobrana, aby okres nawadniania 
kaŜdego pola trwał 12 godzin. Po tym czasie zastawki w rowie zamykano aŜ do 
następnego zalewu. Nawadnianie ściekami rozpoczęto w roku 1997. W ciągu do-
świadczalnych sezonów wegetacyjnych 1999 i 2000 r. (od kwietnia do września) 
wykonano po 10 cykli zalewowych. Poletka B i C otrzymywały więc rocznie od-
powiednio 600 i 1200 mm ścieków, a poletka D i E – równowaŜne ilości czystej 
wody. Średnie roczne opady atmosferyczne na terenie badań wynoszą ok. 550 mm. 

Analiza składu wód ściekowych wykazała, Ŝe dostarczały one substancji bio-
gennych w ilościach odpowiadających intensywnemu nawoŜeniu gleby. NiŜsza 
zastosowana dawka zalewowa (10 zalewów 60 mm, wariant B) dostarczała rocz-
nie co najmniej 180 kg N·ha–1, 30 kg P·ha–1 i 110 kg K·ha–1. Nawadnianie niŜszą 
dawką ścieków powodowało w ciągu roku zanieczyszczenie gleby metalami 
średnio 0,9 kg Zn·ha–1, 0,12 kg Pb·ha–1, 0,09 kg Cu·ha–1. Przy dawce podwójnej 
(wariant C) powyŜsze ilości były dwukrotnie większe [86,153]. 
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3.1.1. Doświadczenie polowe 

W latach 1997-1998 przeprowadzono badania wstępne aktywności dehydrogenaz 
i katalazy gleb obiektu doświadczalnego. Ze względu na przyczyny obiektywne, 
oznaczenia te nie były prowadzone systematycznie, obejmowały jedynie wstępne 
warunki glebowe bezpośrednio po załoŜeniu obiektu, a istniejący układ doświadczeń 
nie uwzględniał dodatkowego wariantu kontrolnego gleby zalewanej czystą wodą.  

Doświadczenie polowe przeprowadzono w trakcie dwóch sezonów wegetacyj-
nych 1999-2000 na obiekcie opisanym wyŜej (rys. 1), w ramach projektu badawczego 
KBN nr 5 P06H 035 16 [39]. Doświadczenie polowe obejmowało: 

– 3 warianty pola porośniętego: topolą (nr 1), wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6); 
– 5 wariantów zalewowych (A, B, C, D i E); 
– 4 głębokości profilu glebowego (0-10, 10-30, 30-50, 50-70 cm). 

W ten sposób uzyskano 60 kombinacji, w których wielokrotnie oznaczano wy-
brane wskaźniki aktywności biologicznej gleby. Na polu nr 1 wykonywano analizy 
w trakcie 6 cykli zalewowych (próby glebowe ze wszystkich kombinacji dla kaŜdego 
pola pobrano w 26 terminach); na polach 2 i 6 analizowano po 8 zalewów (36 termi-
nów). We wszystkich terminach (dniach analiz), na czterech głębokościach profili A, 
B, C, D i E przeprowadzano pomiary potencjału redoks Eh in situ oraz pobierano 
próbki glebowe skalowaną laską gleboznawczą z głębokości 0-10, 10-30, 30-50, 50-
70 cm, dla oznaczenia aktywności dehydrogenaz (DHA) i katalazy (CAT) oraz wil-
gotności gleby. Pobrany materiał bezpośrednio przewoŜono do laboratorium 
i analizowano. Aktywność enzymatyczną oznaczano w 2-3 powtórzeniach. 

3.1.2. Doświadczenie na monolitach glebowych 

Ze względu na niejednoznaczny wpływ ścieków na aktywność dehydrogenaz 
obserwowany w doświadczeniu polowym oraz z uwagi na znaczną zmienność 
warunków środowiskowych w prowadzonych doświadczeniach polowych a takŜe 
fakt, iŜ reakcja drobnoustrojów na zalewanie ściekami jest w układzie gleba –
roślina silnie determinowana przez samą roślinę, załoŜono, Ŝe eliminacja rośliny 
z układu pozwoli na określenie rzeczywistego wpływu ścieków na właściwości 
biochemiczne gleby. W tym celu podjęto badania monolitów glebowych w wa-
runkach laboratoryjnych, realizowane w ramach projektu badawczego KBN nr 3 
P04G 080 25 „Wpływ nawadniania gleb organicznych oczyszczonymi ściekami 
miejskimi na aktywność respiracyjną drobnoustrojów glebowych”. 

Nienaruszone monolity glebowe pobrano w październiku 2003 r., po upływie 
trzech lat od zaprzestania stosowania 4-letnich zalewów. Bezpośrednią reakcję na 
ścieki określono zarówno w glebie uprzednio nawadnianej ściekami, jak równieŜ 
w materiale, który nie miał nigdy kontaktu ze ściekami. Zachowanie 3-letniej 
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przerwy miało na celu dodatkowe określenie trwałości zmian aktywności bio-
chemicznej gleby, spowodowanych nawodnieniami ściekami.  

Monolity z głębokości 0-70 cm pobrano do rur PCV o średnicy 110 mm. 
KaŜda kolumna była zabezpieczona od spodu mocną tkaniną. Na odpowiednich 
głębokościach kolumny miały otwory, zabezpieczone wodoszczelnymi osłonami, 
w celu umieszczenia elektrod pomiarowych. Przygotowano po 10 monolitów 
z kaŜdego pola (nr 1, nr 2, nr 6); po 6 monolitów z poletek kontrolnych, które nie 
miały poprzednio kontaktu ze ściekami (A) oraz po 4 monolity z poletek zalewa-
nych w latach 1997-2000 podwójną dawką ścieków (C).  

Monolity przewieziono do laboratorium, usunięto rośliny oraz pre-
inkubowano w warunkach stałej temperatury 10°C i kontrolowanej wilgotności 
przez 60 dni. Okres pre-inkubacji miał na celu usunięcie obecnych wydzielin 
korzeniowych, mogących oddziaływać na drobnoustroje (drogą naturalnych pro-
cesów zachodzących w glebie). Ustalono stosunkowo niską temperaturę, by zbyt 
intensywne procesy glebowe nie spowodowały całkowitego wyczerpania substra-
tów. Następnie temperaturę pomieszczenia podwyŜszono do 20oC. Po 3-dniowej 
adaptacji do wyŜszej temperatury, monolity zalano ściekami lub wodą w ilości 
odpowiadającej podwójnej dawce stosowanej w warunkach polowych (120 mm).  

Zastosowano następujące kombinacje, po dwa monolity dla kaŜdej kombinacji: 

A  – gleba pobrana z pola kontrolnego (wilgotność aktualna); 
AW  – gleba z pola kontrolnego, zalana wodą; 
AŚc  – gleba z pola kontrolnego, zalana ściekami; 
CW  – gleba z pola nawadnianego podwójną dawką ścieków przez 4 lata, zalana 

wodą; 
CŚc  – gleba z pola nawadnianego podwójną dawką ścieków przez 4 lata, za-

lana ściekami. 

Glebę nawadniano tak, Ŝeby wierzchnia warstwa była zalana przez około 2 go-
dziny. W określonych terminach (0, 1, 3, 6, 12 dzień po zastosowaniu zalania) wy-
konywano pomiary potencjału redoks i pH gleby w poszczególnych warstwach 
(0-10, 10-30, 30-50, 50-70 cm). Następnie pobierano materiał glebowy do oznacze-
nia aktywności dehydrogenaz i katalazy.  

3.1.3. Doświadczenie na próbkach glebowych 

Materiał glebowy do doświadczeń pobrano równieŜ po upływie trzech lat od 
zaprzestania zalewów z poletek kontrolnych (A) – nawadnianych tylko naturalnie 
opadami atmosferycznymi oraz z poletek (C) – systematycznie zalewanych przez 
cztery lata podwójną dawką ścieków (120 mm/zalew). Materiał najbardziej ak-
tywnej biologicznie warstwy gleby (0-10 cm) pozbawiono widocznych korzeni 
i mezofauny, przesiano w stanie wilgotnym przez sito o oczkach 4 mm i prze-
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chowywano w lodówce przez 30 dni. Następnie dla kaŜdej gleby przygotowano 
zestaw 5-g próbek glebowych w szczelnie zamykanych szklanych naczyniach 
o pojemności 60 cm3. Takie przygotowanie materiału glebowego miało na celu 
zapewnienie moŜliwie jak największej jego jednorodności, by zmiany wszystkich 
badanych cech zachodziły w identycznych warunkach. Wybrane właściwości 
badanego materiału zestawiono w tabeli 2. 

Tabela 2. Wybrane właściwości materiału wierzchnich warstw (0-10 cm) badanych gleb 
Table 2. Selected properties of surface material (0-10 cm) of tested soils 

Gleba – Soil 
Nr 1 Nr 2 Nr 6 

Właściwość gleby 
Soil property 

A C A C A C 
Corg (mg·g–1) 175,9 224,2 203,6 212,4 99,3 121,4 

Nog (%) 1,10 1,18 1,26 1,24 0,77 0,85 
NH4

+ (mg N·kg–1)a 35,4 44,9 127,3 182,3 12,3 18,6 
NO3

– (mg N·kg–1)a 44,6 64,4 43,2 114,2 11,9 25,2 
NO2

– (mg N·kg–1)a 0,79 0,50 0,01 0,03 0,05 0,20 
C:N 16,0 19,0 16,2 17,1 12,9 14,3 

pH (CaCl2) 7,93 7,89 7,81 7,76 7,84 7,81 
Wakt (% WHC)b 56,4 69,3 63,1 56,2 65,7 61,7 

a wartość wyjściowa – initial value (to); 
bWakt – wilgotność aktualna – actual moisture; 

WHC – pełna pojemność wodna –water holding capacity. 
       

Dla materiału glebowego pobranego z poletek kontrolnych (nr 1A, nr 2A, 
nr 6A) i z poletek zalewanych ściekami (nr 1C, nr 2C, nr 6C) zastosowano po trzy 
warianty doświadczalne: K – gleba o wilgotności równej ok. 60% pełnej pojem-
ności wodnej (WHC), W – gleba zalana wodą destylowaną w stosunku 1:1 w/w 
oraz Śc – gleba zalana ściekami w stosunku 1:1 w/w:  

AK – gleba pobrana z pola kontrolnego, wilgotność kontrolna; 
AW – gleba pobrana z pola kontrolnego, zalana wodą; 
AŚc – gleba pobrana z pola kontrolnego, zalana ściekami; 
CK – gleba pobrana z pola nawadnianego ściekami, wilgotność kontrolna; 
CW – gleba pobrana z pola nawadnianego ściekami, zalana wodą; 
CŚc – gleba pobrana z pola nawadnianego ściekami, zalana ściekami. 

Kombinacje doświadczalne obejmowały więc: 
– trzy gleby organiczne: porośnięta topolą (nr 1), wierzbą (nr 2) i trawami nr 6); 
– dwa sposoby nawadniania stosowanego poprzednio w warunkach polo-

wych: gleba kontrolna (A), gleba zalewana ściekami (C); 
– trzy warianty aktualnych warunków inkubacji: próbki o wilgotności kontro-

lnej odpowiadającej 60% pełnej pojemności wodnej (K), próbki zalane wo-
dą (W) oraz próbki zalane ściekami (Śc). 
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Zalewano próbki o wilgotności kontrolnej (K). Próbki inkubowano w tempe-
raturze 20°C. Prowadzono inkubację próbek bez wzbogacenia substratem węglo-
wym (oznaczenia aktywności aktualnej) oraz z dodatkiem łatwo przyswajalnej 
glukozy w ilości 6 mg·g–1 gleby (oznaczenia aktywności potencjalnej).  

Zakres badań został istotnie rozszerzony. Oprócz aktywności dehydrogenaz 
i katalazy, Eh i pH, oznaczano teŜ wydzielanie CO2, pobór O2, aktywność denitry-
fikacyjną i metanotroficzną, aktywność metanogenną, biomasę drobnoustrojów, 
Ŝelazo Fe+2, a takŜe potencjalną aktywność biologiczną (w obecności glukozy).  

Przygotowano osobne zestawy próbek, przeznaczone do oznaczeń gazowych, 
które nie były otwierane w trakcie doświadczenia. KaŜdy wskaźnik oznaczano 
w trzech powtórzeniach (w trzech losowo wybranych próbkach). 

3.2. Metodyka pomiarów 

W doświadczeniu polowym oraz w monolitach glebowych oznaczano aktyw-
ność dehydrogenaz i katalazy, potencjał redoks oraz wilgotność gleby. 
W doświadczeniu na próbkach glebowych, oprócz aktywności dehydrogenaz 
i katalazy, oznaczano wydzielanie CO2, pobór O2, utlenianie CH4 (dodanego 
w stęŜeniu ok. 1,5% i 10% (v/v), emisję N2O w obecności acetylenu, biomasę 
drobnoustrojów, Eh, pH, Fe+2, aktywność potencjalną w obecności glukozy (de-
hydrogenazy, Eh, pH, Fe+2, stęŜenie CO2, O2, N2O, H2, CH4). 

3.2.1. Oznaczanie aktywności dehydrogenaz w glebie  

Do oznaczeń stosowano metodę Casida i in. [56], polegającą na inkubacji 
gleby z bezbarwnym, rozpuszczalnym w wodzie substratem, TTC (chlorek 2,3,5-
trójfenylotetrazolu), który jest redukowany enzymatycznie do barwnego, nieroz-
puszczalnego w wodzie trójfenyloformazanu (TPF). TTC zastępuje naturalnie 
występujące akceptory, przejmując elektrony i protony, odłączone przez dehy-
drogenazy od utlenianych związków organicznych. Wytworzony produkt reakcji 
enzymatycznej ekstrahowany był z gleby alkoholem metylowym i oznaczany 
kolorymetrycznie (λ = 485 nm). Wyniki podawano w jednostkach aktywności 
dehydrogenazowej wynoszących nmol TPF·g–1 s.m.·min–1.  

Z uwagi na moŜliwość chemicznej redukcji TTC przez substancje zreduko-
wane obecne w glebie, stosowano korektę aktywności dehydrogenaz dla próbek 
glebowych o Eh < 300 mV wyznaczoną na podstawie redukcji TTC w glebie 
autoklawowanej (1 Atm., 120°C, 1 godz.).  
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3.2.2. Oznaczanie aktywności katalazy w glebie  

Do oznaczeń stosowano metodę Johnson i Temple [132], polegającą na inku-
bacji gleby z dodanym nadtlenkiem wodoru (naturalnym substratem enzymu). 
Pozostały w glebie H2O2, nierozłoŜony przez katalazę, odmiareczkowywano 
nadmanganianem potasu w środowisku kwaśnym. Wyniki podawano w jednost-
kach aktywności katalazy, równych µmol H2O2·g

–1 s.m.·min–1. 

3.2.3. Oznaczanie stęŜenia gazów w powietrzu nad glebą 

Analizy gazów wykonywano na chromatografie gazowym GC-14 Shimadzu, 
wyposaŜonym w detektor przewodnictwa cieplnego (TCD) z kolumną wypełnio-
ną Porapakiem Q (oznaczenia CO2, N2O, H2, CH4) lub sitem molekularnym 
(oznaczenia O2) [115,297]. StęŜenie równowagowe gazów w powietrzu nad glebą 
wyraŜano w mg·kg–1 s.m., stęŜenie tlenu w % v/v. Szybkość respiracji odnoszono 
do zmian zawartości CO2 (mg C-CO2·kg–1 s.m.·h–1 lub µg C-CO2·g

–1 s.m.·h–1) i tle-
nu w powietrzu glebowym (cm3 O2·kg–1 s.m.·h–1).  

3.2.4. Oznaczanie biomasy drobnoustrojów w glebie 

Zawartość biomasy mikroorganizmów glebowych (określoną przez ilość węgla 
biomasy mikroorganizmów, Cmic) oznaczano metodą SIR [250,260] na podstawie 
ilości CO2 wydzielonego po 2 godz. inkubacji z glukozą (6 mg·g–1) na łaźni wodnej 
w temperaturze 25°C. Zawartość biomasy wyraŜano w mg Cmic·g

–1 s.m. Oznaczenie 
biomasy metodą SIR, oparte na szybkiej reakcji komórek na dodanie glukozy cha-
rakteryzuje drobnoustroje aktualnie obecne w glebie. Cmic traktowane jest jako 
wskaźnik stanu aktualnego gleby (a nie aktywności potencjalnej).  

3.2.5. Pomiar potencjału redoks gleby  

Potencjał redoks (Eh, mV) określano za pomocą pomiaru potencjału elektrody 
platynowej względem nasyconej elektrody kalomelowej. Podczas pomiarów 
w laboratorium stosowano wysokiej klasy pH-metr PHM 82 firmy Radiometer 
Copenhagen, a w warunkach polowych mniej dokładny przenośny pH-metr 
pIONneer 10 (Radiometer Analytical) [106]. Oba urządzenia kalibrowano tymi 
samymi standardowymi roztworami buforowych. W doświadczeniach polowych 
oraz w monolitach glebowych stosowano pomiar in situ. W doświadczeniu na 
próbkach glebowych, Eh mierzono w zawiesinie glebowej o stosunku fazy stałej 
do ciekłej 1:1 (w/w).  
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3.2.6. Inne oznaczenia 

Zawartość Ŝelaza Fe+2 (mg·kg–1 s.m.) oznaczano metodą kolorymetryczną 
w ekstraktach 0,05 M H2SO4, wykorzystując reakcję barwną z α,α’-dipyridylem 
w buforze octanowym o pH = 4,5 [5].  

Odczyn gleby oznaczano za pomocą zespolonej elektrody szklanej przy uŜyciu 
pH-metru pIONneer 10. W doświadczeniach polowych oraz w monolitach glebo-
wych stosowano pomiar in situ. W doświadczeniu na próbkach glebowych, pH mie-
rzono w zawiesinie glebowej o stosunku fazy stałej do ciekłej równym 1:1 (w/w).  

Gęstość gleby oznaczono metodą grawimetryczną na podstawie stosunku ma-
sy gleby wysuszonej w temperaturze 105°C do jej objętości wyjściowej (100 cm3) 
przy nienaruszonej strukturze [252].  

Zawartość substancji organicznej (OM) oznaczano na podstawie straty masy 
po wypraŜeniu suchej gleby w 500ºC. Do obliczenia ilości węgla organicznego 
Corg stosowano wzór: Corg = OM·0,58 [286]. Zawartość Corg podawano w procen-
tach lub mg·g–1 s.m.  

Zawartość rozpuszczalnych form azotu NO3
–, NO2

–, NH4
+ oznaczano w eks-

traktach 0,0125 M CaCl2 przy uŜyciu przepływowego analizatora spektrofotome-
trycznego FIA-Star 5010, Foss Tecator [152] i wyraŜano w przeliczeniu na azot, 
np. N-NO3

–, mg N·kg–1 s.m. 
Wilgotność wagową gleby (% w/w) określano metodą wagową po 24 godz. 

suszeniu w temperaturze 105°C [33,286]. 
Oznaczenia aktywności potencjalnej gleby [53] przeprowadzono wzbogacając 

glebę glukozą (6 mg·g–1 gleby) na starcie doświadczenia (w czasie t0). Próbki inkubo-
wano równolegle do oznaczeń aktywności opartej na wykorzystaniu natywnych (natu-
ralnych) związków organicznych. W czasie inkubacji z glukozą oznaczano wszystkie 
wskaźniki oprócz aktywności katalazy (pominięta ze względów metodycznych). 

Ocenę wpływu systematycznych zalewów ściekami oparto w doświadczeniu 
polowym na podstawie wartości średnich badanych wskaźników uzyskanych ze 
wszystkich cykli zalewowych w ciągu dwóch sezonów wegetacyjnych objętych 
badaniami, w doświadczeniach laboratoryjnych natomiast – na podstawie wszyst-
kich pomiarów wykonanych w pojedynczych zalewach. Analizy statystyczne 
otrzymanych wyników przeprowadzono przy uŜyciu programu Statistica 6. Dla 
oceny oddziaływania ścieków na badane charakterystyki aktywności biochemicznej 
zastosowano metodę jedno- lub wieloczynnikowej analizy wariancji (testowanie 
istotności róŜnic pomiędzy poszczególnymi średnimi oparte na metodzie najmniej-
szych istotnych róŜnic, test LSD).  
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4. WYNIKI I DYSKUSJA 

4.1. Doświadczenie polowe 

4.1.1. ZróŜnicowanie aktywności enzymatycznej w glebach kontrolnych 

W warunkach naturalnych wielkość populacji i czynności Ŝyciowe drobno-
ustrojów środowiska glebowego podlegają stałym wahaniom. Aktywność enzy-
matyczna gleby wykazuje wyraźną zmienność sezonową i dobową oraz znaczne 
fluktuacje, zaleŜne głównie od warunków klimatycznych i dostępności substratu. 
Trudne jest więc znalezienie punktu odniesienia do oceny wpływu wybranego 
czynnika na właściwości biologiczne gleby. NaleŜy zatem określać zakres zmien-
ności badanej właściwości w układzie kontrolnym. 

Materiałem kontrolnym w doświadczeniu polowym były gleby pobierane 
z poletek naturalnie nawadnianych opadami atmosferycznymi. W okresie doświad-
czenia, temperatura gleb kontrolnych na głębokości 10 cm wynosiła od 7 do 27ºC, 
a wilgotność wagowa w stosunku do suchej masy gleby, od 37 do 311% w/w (tab. 3).  

Tabela 3. Wilgotność i temperatura gleb kontrolnych (nawadnianych tylko opadami atmosferycz-
nymi). Wartości średnie (w nawiasach odchylenie standardowe), maksymalne i minimalne na po-
szczególnych głębokościach w sezonach wegetacyjnych 1999-2000  
Table 3. Gravimetric water content and temperature of control soils (atmospheric precipitation 
only). Mean values with standard deviations (in brackets), and maximum and minimum values 
detected at different soil depths during 1999-2000 vegetation seasons  

Gleba – Soil 
Roślina – Plant 

Parametr – Parameter 
Głębokość 
Depth (cm) 

Średnia 
Mean 

Max Min 

Nr 1 Temperatura – Temperature (°C) 0-10 16,1 (5) 27 7 

Topola Wilgotność – Moisture 0-10 141,1 (35) 189,7 58,6 
Poplar (% w/w) 10-30 183,4 (51)  312,3 99,4 

  30-50 192,0 (40)  275,8 133,8 
  50-70 217,6 (51)  311,2 135,1 

Nr 2 Temperatura – Temperature (°C) 0-10 16,9 (4) 25 11 

Wierzba Wilgotność – Moisture 0-10 126,7 (11) 147,7 84,6 
Willow (% w/w) 10-30 163,2 (39) 262,2 86,1 

  30-50 183,4 (34) 294,7 112,4 
  50-70 203,2 (54) 308,9 93,4 

Nr 6 Temperatura – Temperature (°C) 0-10 16,7 (3) 22 11 

Trawy Wilgotność – Moisture 0-10 55,2 (12) 85,5 37,2 
Grasses (% w/w) 10-30 76,8 (25) 156,8 48,9 

  30-50 133,4 (33) 209,6 70,5 
  50-70 121,6 (35) 182,9 70,3 
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Konsekwencją naturalnych wahań parametrów fizycznych gleby były fluktu-
acje jej funkcji biochemicznych. Aktywność dehydrogenazowa (DHA) gleb kon-
trolnych zmieniała się od 0,0015 do 1,56 nmol TPF·g–1·min–1. Gleba porośnięta 
topolą wykazywała najwyŜszy poziom DHA, średnio 1,8 razy i 2,3 razy wyŜszy 
niŜ odpowiednio gleba z udziałem wierzby i mieszanki traw. Aktywność dehy-
drogenaz wierzchnich warstw istotnie przewyŜszała aktywność warstw głębszych 
(P < 0,001), co związane jest ze spadkiem liczebności i aktywności drobnoustro-
jów w głąb profilu. Zjawiska takie są powszechnie obserwowane [63,111,131, 
145,148,284]. Katalaza natomiast, szczególnie w przypadku gleby znajdującej się 
pod uprawą traw, często była bardziej aktywna poniŜej 30 cm niŜ w wierzchniej 
warstwie. Podobny wzrost aktywności katalazy w głębszych partiach profilu gle-
bowego obserwował m.in. Pawluczuk [223]. Zakres aktywności katalazy w bada-
nych glebach kontrolnych wynosił od 6,95 do 34,2 µmol H2O2·g

–1·min–1. Średnia 
jej wartość w glebie mineralno-murszowej była o ok. 15% niŜsza niŜ w glebach 
torfowo-murszowych.  

ZróŜnicowanie aktywności biochemicznej w glebach kontrolnych wynikało 
z naturalnych róŜnic procesów biotycznych i abiotycznych zachodzących w róŜ-
nych glebach.  

4.1.2. Zmiany właściwości gleb pod wpływem ścieków  

Zalanie gleby ściekami spowodowało dostarczenie wody w ilościach przekracza-
jących te, jakie gleba otrzymuje w wyniku opadów atmosferycznych. Jednocześnie 
wniesione zostały znaczne ilości związków chemicznych oraz populacje drobnoustro-
jów zymogennych [159,210]. Wymuszone przesiąkanie wody i ścieków przez profile 
glebowe implikowało wystąpienie szeregu dodatkowych, współzaleŜnych procesów 
fizycznych, chemicznych i biologicznych. Skład ścieków nie był przy tym stały – 
doświadczenie symulowało ich wykorzystanie rolnicze, a więc skład ścieków był 
zaleŜny od jakości odpadów aktualnie dopływających do oczyszczalni oraz wydajno-
ści procesów technologicznych w trakcie oczyszczania [18]. 

Temperatura gleby zalewanej ściekami wynosiła średnio 15,7°C, 16,7°C i 16,9°C 
odpowiednio na poletkach z topolą, wierzbą i trawami. Wilgotność gleby w wierzch-
nich warstwach dochodziła do 286%, w głębszych warstwach profilu sporadycznie 
przekraczała 350% w/w (rys. 2).  
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Rys. 2. Wilgotność gleb torfowo-murszowych (porośniętej topolą nr 1 i wierzbą nr 2) oraz gleby 
mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6) nawadnianych ściekami miejskimi w doświad-
czeniu polowym. Wartości średnie z 2 lat oraz minimalne i maksymalne (słupki). B i C – gleba 
zalewana pojedynczą i podwójną dawką ścieków (600 mm i 1200 mm rocznie)  
Fig. 2. Gravimetric water content in peat-muck soils (under poplar No. 1 and under willow No. 2) 
and mineral-muck soil (under grasses No.6) irrigated with municipal wastewater – field experiment. 
Two-year averages, minimal and maximal values. B and C – soil flooded with low and high wastewater 
dose (600 and 1200 mm per year) 

Dynamika aktywności enzymatycznej w warunkach doświadczenia polowego 
przedstawiona została na przykładzie zalewów letnich dwóch gleb torfowo-murszo-
wych (rys. 3 i 4). W przypadku gleby porośniętej topolą (rys. 3), zalanie ściekami 
spowodowało wyraźne obniŜenie aktywności dehydrogenaz we wszystkich war-
stwach profilu, szczególnie w glebie nawadnianej wyŜszą dawką ścieków (C).  
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Rys. 3. Dynamika aktywności dehydrogenaz (DHA) w poszczególnych warstwach gleby torfowo-
murszowej porośniętej topolą (nr 1) w letnim cyklu zalewowym (16-27.08.1999 r., doświadczenie 
polowe). A – gleba kontrolna; B i C – gleba zalewana pojedynczą i podwójną dawką ścieków; D i E – 
gleba zalewana pojedynczą i podwójną dawką czystej wody (odpowiednio 600 i 1200 mm rocznie) 
Fig. 3. Dehydrogenase activity (DHA) at different soil depth under poplar (soil No.1) during irriga-
tion period of 16-27 August 1999 (field experiment). A – control soil; B and C – soil irrigated with 
low and high wastewater doses); D and E – soil irrigated with low and high tap water doses 
(600 and 1200 mm per year), respectively 

W glebach kontrolnych zalewanych wodą (D i E) obserwowano lekkie obniŜenie 
aktywności w wierzchniej warstwie oraz stymulację w warstwach niŜszych. Zacho-
wanie gleby torfowo-murszowej z uprawą wierzby było po zalaniu odmienne. Przy 
podwójnej dawce ścieków, aktywność dehydrogenaz znacznie wzrosła w całym 
profilu, zwłaszcza bezpośrednio po wprowadzeniu ścieków (rys. 4).  

Wartości średnie aktywności enzymów w poszczególnych warstwach profili 
poletek doświadczalnych, wyznaczone na podstawie 2-letniego doświadczenia 
polowego, przedstawione zostały na rysunkach 5 i 6. Reakcja dehydrogenaz na 
zastosowane zalewy miała nieco inny charakter w kaŜdym układzie glebowo-
roślinnym. 
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Rys. 4. Dynamika aktywności dehydrogenaz (DHA) w poszczególnych warstwach gleby torfowo-
murszowej porośniętej wierzbą (nr 2) w zalewie letnim (19-29.07.1999). Objaśnienia jak na rysunku 3 
Fig. 4. Dehydrogenase activity (DHA) at different soil depth under willow (soil No. 2) during 
irrigation period of 19-29 July 1999. Explanation as in Fig. 3 

W glebie torfowo-murszowej porośniętej topolą oraz mineralno-murszowej 
z udziałem traw, ścieki powodowały obniŜenie aktywności dehydrogenaz. W wierzch-
niej warstwie hamowanie aktywności DHA nasilało się przy wyŜszej dawce ścieków, 
szczególnie pod uprawą topoli. Zmiany aktywności dehydrogenaz w warstwach poniŜej 
10 cm nie miały jednolitego charakteru: w obrębie kaŜdej kombinacji zróŜnicowanie 
było wysokie. W glebie porośniętej wierzbą wpływ ścieków na aktywność dehydroge-
naz był zdecydowanie inny. Zalewy podwójną dawką ścieków powodowały podwyŜ-
szenie DHA w całym profilu, szczególnie poniŜej 10 cm.  

Czysta woda na ogół wpływała korzystniej niŜ ścieki na aktywność oksydore-
duktaz. W glebie z uprawą wierzby i mieszanki traw zalewy wodne stymulowały 
aktywność dehydrogenaz do wartości równych lub nawet wyŜszych niŜ zalewy 
ściekami. Aktywność dehydrogenaz wierzchniej warstwy gleby z udziałem topoli 
była w mniejszym stopniu hamowana zalewami czystą wodą niŜ ściekami. 
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Rys. 5. Aktywność dehydrogenaz (DHA) na poszczególnych głębokościach zastosowanych kom-
binacji nawodnień testowanych gleb. Wartości średnie z dwóch sezonów wegetacyjnych doświad-
czenia polowego wraz z odchyleniami standardowymi. Objaśnienia jak na rysunku 3 
Fig. 5. Soil dehydrogenase activity (DHA) at a different soil depth of experimental plots in field experi-
ment. Averaged values of two consecutive years with standard deviations. Explanation as in Fig. 3 
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Rys. 6. Aktywność katalazy (KAT) na poszczególnych głębokościach zastosowanych kombinacji 
nawodnień testowanych gleb. Wartości średnie z dwóch sezonów wegetacyjnych wraz z od-
chyleniami standardowymi. Objaśnienia jak na rysunku 3 
Fig. 6. Soil catalase activity (KAT) at a different soil depth of experimental treatments, field experi-
ment. Averaged values of two consecutive years with standard deviations. Explanation as in Fig. 3 
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Istotność róŜnic pomiędzy wartościami średnimi aktywności dla 
zastosowanych wariantów nawodnień wyznaczono na podstawie jednoczyn-
nikowej analizy wariancji. Przedstawiony w tabelach 4 i 5 wpływ nawodnień na 
aktywność enzymów (efekt DHA, efekt KAT) wyznaczono według wzoru 
[(AktB,C,D,E – AktA) /AktA]·100, gdzie AktB,C,D,E oznacza aktywność w kombinacji 
nawadnianej (B,C,D lub E), zaś AktA – aktywność w kombinacji kontrolnej (A). 

Tabela 4. Zmiany aktywności dehydrogenaz (efekt DHA) wywołane nawadnianiem ściekami (warianty 
B i C) lub czystą wodą (warianty D i E) w doświadczeniu polowym. Efekt nawodnień wyraŜono 
w procentach jako obniŜenie (minus) lub podwyŜszenie (plus) wartości w stosunku do materiału kontro-
lnego. Wartości istotnie róŜne od kontroli oznaczono czcionką pogrubioną (P < 0,001) 
Table 4. Effect of wastewater (B and C) or tap water (D and E) on soil dehydrogenase activity 
(effect DHA) in tested soils as related to control soils in plus (stimulation) or minus (inhibition) in 
field experiment; bold – for significant differences (P < 0.001) 

Efekt DHA– Effect DHA (%) Gleba, roślina 
Soil, plant 

Głębokość 
Depth (cm) 

B C D E 

Nr 1 0-10 –42 –57 –18 –30 

Topola 10-30 –51 –31 +10 –36 

Poplar 30-50 –16 +43 –20 –35 

 50-70 –3 +32 –34 –38 

Nr 2 0-10 –11 +27 +4 +27 

Wierzba 10-30 +16 +160 +12 +12 

Willow 30-50 +35 +494 –38 –23 

 50-70 +92 +562 –53 +74 

Nr 6 0-10 –22 –26 +32 +20 
Trawy 10-30 –31 +1 –7 –1 

Grasses 30-50 +2 –38 –12 –55 

 50-70 –62 –84 –42 +64 
      

Ścieki powodowały istotne (P < 0,001) obniŜenie aktywności dehydrogenaz 
w wierzchnich warstwach gleby torfowo-murszowej porośniętej topolą (średnio 
o 50%) oraz gleby mineralno-murszowej porośniętej trawami (średnio o 24%), 
natomiast podwyŜszenie aktywności przy dawce podwójnej ścieków w profilu gleby 
torfowo-murszowej z udziałem wierzby (silne poniŜej 10 cm, średnio o 400%). 
Zalewy wodne modyfikowały istotnie aktywność jedynie w wierzchniej warstwie 
gleby mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6), gdzie obserwowano 
stymulację aktywności dehydrogenaz średnio o 26%.  

W przypadku katalazy, oddziaływanie systematycznych nawodnień było stosun-
kowo niewielkie. Enzym oznaczany w wierzchnich warstwach w mniejszym stopniu 
reagował na stosowane nawodnienia niŜ enzym niŜszych partii profili (tab. 5). Stoso-
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wanie ścieków powodowało na ogół obniŜenie aktywności w warstwach głębszych. 
Hamowanie aktywności katalazy było istotne w glebie mineralno-murszowej przy 
obydwu poziomach nawodnień ściekami (średnio o 30%, P < 0,001). W glebie poro-
śniętej wierzbą, podobnie do dehydrogenaz, katalaza była stymulowana obecnością 
ścieków (istotnie w warstwie 30-50 cm, o 25% w porównaniu do kontroli). Czysta 
woda na ogół wpływała korzystniej na aktywność katalazy, niŜ ścieki. 

Tabela 5. Zmiany aktywności katalazy (efekt KAT) wywołane nawadnianiem ściekami lub czystą 
wodą w doświadczeniu polowym. Efekt nawodnień wyraŜono w procentach jako obniŜenie (minus) 
lub podwyŜszenie (plus) wartości w stosunku do materiału kontrolnego. Oznaczenia jak w tabeli 4 
Table 5. Effect of wastewater (B and C) or tap water (D and E) on soil catalase activity (effect KAT) 
in tested soils as related to control soils (A). Explanations as in Table 4 

Efekt KAT – Effect KAT (%) Gleba, roślina 
Soil, plant 

Głębokość 
Depth (cm) 

B C D E 

Nr 1 0-10 +5 –9 –3 –2 

Topola 10-30 –15 –22 –20 –20 

Poplar 30-50 –10 –7 +29 +13 

 50-70 –17 –17 –11 –11 

Nr 2  0-10 –8 –1 +7 +5 

Wierzba 10-30 –6 +6 +5 +6 

Willow 30-50 +10 +25 +13 +11 

 50-70 –7 +8 +8 +16 

Nr 6  0-10 +4 0 +12 +12 

Trawy 10-30 –14 +2 –1 +2 

Grasses 30-50 –29 –27 +6 –18 
 50-70 –27 –48 –10 –15 

      
Otrzymane wyniki trudne są do interpretacji. Jednak dane literaturowe równieŜ nie 

są jednoznaczne. Niewolak i Tucholski [209] określali wpływ nawadniania czystą wodą 
i ściekami w 2-letnim doświadczeniu polowym. Autorzy nie stwierdzili większych 
róŜnic w liczebności bakterii heterotroficznych, promieniowców, grzybów nitkowatych 
oraz droŜdŜoidalnych w glebach mineralnych kontrolnych i nawadnianych ściekami. 
Natomiast liczebność bakterii cyklu azotowego (m.in. amonifikacyjnych, denitryfika-
cyjnych, wiąŜących azot, proteolitycznych) była z reguły wyŜsza w glebach nawadnia-
nych. Wzrastało teŜ zagęszczenie drobnoustrojów w głębszych warstwach profilu. 
Zmiany te nie były jednak istotne [208,210,211]. Liczba bakterii autochtonicznych 
w glebie wynosiła ok. 106-1010 komórek na 1 g gleby. Po dodaniu ścieków obserwowa-
no na ogół przejściowy zanik drobnoustrojów autochtonicznych i zmniejszenie liczeb-
ności gatunków. Po fazie wstępnego przyrostu namnoŜonych zymogennych bakterii 
heterotroficznych, promieniowców i grzybów nitkowatych, ich liczba malała, a po 
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pewnym okresie została przywrócona naturalna równowaga właściwa dla danej gleby 
[165,181,209]. Przyczyną jest szybkie pobranie jednego lub kilku istotnych składników 
odŜywczych, znaczenie mają teŜ zjawiska antybiozy, wytwarzanie toksyn i „poŜeranie” 
bakterii i grzybów przez pierwotniaki [209]. Jak podaje Kutera [165] jeśli nawadniane 
są ściekami ubogie gleby piaszczyste, lub ścieki ubogie są w azot, to dłuŜsze przerwy 
w nawodnieniach mogą spowodować zanik drobnoustrojów. Słabo oczyszczone ścieki 
bytowo-gospodarcze zawierają bakterie, np. E.coli, nawet do 106 komórek ·cm–3 [181]. 
Na zalewane powierzchnie Hajdowa trafiało przeciętnie od 10500 do 21000 komórek 
okręŜnicy na 1 cm2 na rok i jak szacują autorzy [185], na 1 g gleby przypadałoby ich 
średnio 55, czyli glebę moŜna uznać za czystą. Wody drenarskie odpływające z nawad-
nianych powierzchni zawierały stęŜenia E.coli mniejsze o ok. 99,9%. Natomiast liczeb-
ność pałeczek Salmonella w ściekach wynosiła średnio w stosunku do pałeczek okręŜ-
nicy 1:2300000. Stopień usunięcia komórek w procesie ich transportu przez profile 
glebowe wynosił od 4·106 do 1·103, co jest zgodne z rzędami wielkości podawanymi 
przez innych autorów [185]. Badania modelowe wskazują na silny wpływ inokulacji 
gleby bakteriami i grzybami nie tylko na poziom jej aktywności biologicznej, ale teŜ na 
właściwości fizyczne i fizyko-chemiczne gleby [133,182,203].  

Ross i in. [237] badali aktywność biologiczną gleby mineralnej (4% Corg) nawad-
nianej oczyszczonymi ściekami przez 16 miesięcy. Obserwowane róŜnice w respiracji, 
biomasie drobnoustrojów, aktywności inwertazy, amylazy, ureazy, fosfatazy, sulfatazy 
pomiędzy glebą nawadnianą ściekami i wodą były rzadko istotne, nie zaobserwowano 
teŜ wyraźnego trendu zmian przy wzbogaceniu ścieków w łatwo dostępny węgiel.   

Schipper i in. [240] prowadzili 3-letnie obserwacje właściwości biologicznych 
i chemicznych gleby leśnej (7,8% Corg) nawadnianej ściekami. Autorzy otrzymali nie-
jednoznaczne wyniki i ostroŜnie je komentują. Niejednakowa reakcja, brak stymulacji 
aktywności mikrobiologicznej, a nawet jej obniŜenie w glebie nawadnianej ściekami 
moŜe wskazywać na wystąpienie zmian niekorzystnych. Nie jest jednak jasne, dlacze-
go ścieki po IIo oczyszczania wpływają niekorzystnie lub róŜnie na parametry biolo-
giczne gleby, podczas gdy wycieki z mleczarni, zawierające znaczne ilości składników 
pokarmowych i wysoki wskaźnik BZT, podwyŜszały biomasę i aktywność enzymów. 
Autorzy sugerują, Ŝe być moŜe ścieki, wzbogaciwszy ubogą glebę w składniki odŜyw-
cze, spowodowały przyspieszenie mineralizacji ściółki i dostępnej materii organicznej 
jeszcze przed rozpoczęciem doświadczenia. Gleba w czasie pomiarów zawierała więc 
mniejszą populację o zmienionym składzie i aktywności niŜ nienawadniana gleba 
kontrolna. MoŜliwe jednak, zastrzegają autorzy, Ŝe wystąpiły tu szkodliwe oddziały-
wania, wywołane przez te składniki ścieków, których nie analizowano. 

Filip i in. [84,85] obserwowali korzystny wpływ długotrwałego (prawie 100 lat) 
nawadniania gleb mineralnych ściekami. Pomimo niebezpieczeństwa akumulacji 
toksyn i metali cięŜkich, wzbogacenie gleby w składniki pokarmowe spowodowało 
wzrost liczebności mikroorganizmów, zawartości ATP i aktywności β-glukozydazy, 
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proteinazy i fosfatazy. PodwyŜszony poziom czynności enzymów autorzy wiąŜą 
m.in. z nagromadzeniem substratów organicznych wskutek długotrwałych zabiegów. 
Ponadto obserwowano lekkie podwyŜszenie pH gleby kwaśnej, wzrost zawartości 
C i N oraz obniŜenie wartości C:N, dodatkowo sprzyjające aktywności Ŝyciowej 
drobnoustrojów. PodwyŜszony poziom czynności biochemicznej zaobserwowano teŜ 
w wariancie gleby, w której zakończono praktykę nawadniania ściekami przed 
20 laty. Fakt ten autorzy tłumaczą obecnością trwałych kompleksów organiczno-
mineralnych immobilizujących enzymy i/lub róŜnicą w populacji drobnoustrojów 
w porównaniu do gleby kontrolnej.  

Goyal i in. [112] obserwowali podwyŜszenie aktywności dehydrogenaz i biomasy 
mikrobiologicznej, a Monnett i in. [201] – szybkości denitryfikacji w wyniku stoso-
wania ścieków. Meli i in. [195] nie stwierdzili niekorzystnego wpływu 15-letnich 
nawodnień ściekami na zawartości i aktywności biomasy oraz analogiczne zmiany po 
zalewach czystą wodą gleby klimatu suchego (1% Corg). Natomiast Ghinogeanu i in. 
[99] oraz Kandeler i in. [137] stwierdzili, Ŝe aktywność pewnych enzymów (sachara-
zy, ureazy, arylsulftatazy i ksylanazy) moŜe być hamowana przez wody ściekowe 
i jest ściśle uzaleŜniona od ilości i częstości stosowanych nawodnień. Tam [283] ob-
serwowała podwyŜszenie czynności alkalicznej fosfatazy, zawartości ATP, liczebno-
ści amonifikatorów i denitryfikatorów oraz, po przejściowym obniŜeniu w początko-
wym okresie inkubacji, podwyŜszenie aktywności dehydrogenaz. Badając oddziały-
wanie wód ściekowych na hydrolazy, uczestniczące w rozkładzie materii organicznej, 
Shackle i in. [246] zanotowali istotne obniŜenie aktywności sulfatazy i β-glukozydazy 
oraz brak wpływu na czynność fosfatazy. 

Ramirez-Fuentes i in. [232] obserwowali zwiększenie zawartości materii orga-
nicznej, biomasy i respiracji, lecz obniŜenie tempa mineralizacji N w glebach mine-
ralnych zalewanych ściekami przez 5-90 lat. Zanotowano teŜ zahamowanie aktywno-
ści prowadzącej do utleniania toksycznego NO2

–. Na tej podstawie, pomimo braku 
ewidentnych efektów szkodliwych, autorzy sugerują jednak moŜliwość wystąpienia 
niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu drobnoustrojów glebowych, jakie mogą 
wynikać z długotrwałego stosowania ścieków.  

Shapir i in. [247] określali zdolność mineralizacji atrazyny w doświadczeniu li-
zymetrycznym, w warunkach stosowania ścieków i osadów ściekowych. Liczebność 
bakterii znacznie wzrastała w całym profilu, w porównaniu do gleby zalanej czystą 
wodą, natomiast aktywność hydrolityczna uległa istotnemu podwyŜszeniu tylko 
w warstwie wierzchniej. Przeprowadzone badania genetyczne materiału glebowego 
(analiza genów związanych z rozkładem atrazyny) potwierdziły zachowanie zdolno-
ści bioremediacji tego herbicydu w warunkach zalewania gleby ściekami.  

Biernacka i in. [29] obserwowali istotny wpływ wieloletniego nawadniania gleb 
murszowo-torfowych ściekami przemysłu rolno-spoŜywczego na ich właściwości 
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chemiczne (kwasowość, zawartość kwasów huminowych, makro- i mikroelementów) 
i biochemiczne (wydzielanie CO2, przemiany azotu, rozkład błonnika).  

Speir [261] w przeglądzie literatury, dotyczącej nawadniania gleb ściekami róŜne-
go pochodzenia wskazuje na niejednolity charakter zmian i niekiedy trudne do inter-
pretacji wyniki. Zatem reakcja drobnoustrojów na zalewanie gleby ściekami nie jest 
jeszcze dostatecznie wyjaśniona i dostarcza sprzecznych informacji. JednakŜe zainte-
resowanie problemem skutków wywoływanych w glebie nawadnianiem ściekami jest 
coraz większe. Dostarczanie ścieków do gleby jest metodą ich utylizacji, oczyszczenia, 
odzyskania składników pokarmowych, wykorzystania wody do nawodnienia roślin 
oraz uzupełnienia zasobów wody gruntowej. Zasadne jest takie wykorzystanie fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych właściwości układu gleba-roślina, Ŝeby jakość śro-
dowiska glebowego nie uległa zmniejszeniu [175,176]. O przydatności gleb do na-
wadniania ściekami decyduje jej przepuszczalność i przewiewność. Najodpowiedniej-
sze są piaski słabo gliniaste, lecz przy zastosowaniu właściwej techniki nawadniania 
mogą być równieŜ wykorzystane gleby organogeniczne. Szczególnie godne polecenia 
są tu gleby murszowe i torfy przesuszone, a nie nadają się w zasadzie tylko te gleby, 
których nie moŜna naleŜycie odwodnić [165]. Doświadczenia przeprowadzone na gle-
bach torfowych wykazały dobre efekty oczyszczania ścieków i produkcji łąkowej [34]. 

RozbieŜności w intensywności, ale teŜ i kierunku zmian aktywności drobnoustro-
jów pod wpływem nawodnień ściekami (tab. 6) mogą w znacznej części wynikać 
z właściwości gleby, jakości samych ścieków i niejednorodności materiału glebowe-
go – fizycznej, biologicznej i chemicznej [124,125,133,182]. Ponadto, jak wykazały 
badania, nawet w glebie o większym stopniu jednorodności (upakowane kolumny), 
ścieki przemieszczają się niejednolicie [183]. 

Tabela 6. Porównanie efektu działania ścieków na aktywność biologiczną – dane literaturowe 
Table 6. The effect of wastewater of some soil biological properties – informations from literature 

Kierunek zmian wywołany ściekami 
Change after flooding with wastewater Wskaźnik – Index 

PodwyŜszenie – Stimulation ObniŜenie – Inhibition 

DHA – Dehydrogenase activity [39,43,112,283] [39,43,283] 

Biomasa drobnoustrojów 
Microbial biomass 

[112,232,237,261] [237,261] 

Oddychanie – Respiration [29,232,237,261] [237,261] 

Inne – Other 
[29,39,43,84,85,201,210, 

237,240,247,261,283] 
[38,39,43,99,137,232, 

237,240,246,261] 
   

Wydajność bio-filtracji w układzie glebowym jest efektem wypadkowym 
wszystkich procesów w nim zachodzących. Interpretację wyników badań utrudnia 
znacznie fakt, Ŝe ścieki nie mają określonego i stałego składu. Szacując wpływ ście-
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ków na glebę mamy więc do czynienia z układem niesprecyzowanym i zmiennym. 
Prawdopodobnie jednak, wykorzystanie ścieków moŜe być w przyszłości konieczno-
ścią nie tylko w obszarach aktualnie wykazujących deficyt wody [10,219]. Dokładne 
badanie efektów działania ścieków na glebę jest zatem coraz bardziej uzasadnione. 

Oznaczenia wstępne w pierwszym roku nawodnień (1997 r.) wskazywały na wyŜ-
szą aktywność enzymatyczną we wszystkich glebach zalewanych ściekami, równieŜ 
w układzie z topolą i trawami (dane nie zostały przedstawione graficznie). W odniesie-
niu do gleb kontrolnych róŜnice te były jednak nieistotne i prawdopodobnie wynikały 
z naruszenia struktury gleby w trakcie prac przygotowawczych. W następnym sezonie 
wegetacyjnym (1998 r.) stwierdzono zmianę tendencji – obniŜenie aktywności oksy-
doreduktaz w glebach z udziałem topoli (nr 1) i mieszanki traw (nr 6) w stosunku do 
gleb kontrolnych. Jak wspominano w części metodycznej, w niniejszej pracy przed-
stawione zostały wyniki tylko z lat 1999-2000, poniewaŜ poprzednie oznaczenia pro-
wadzone były niesystematycznie i nie obejmowały kombinacji gleb zalewanych czystą 
wodą. Wartości średnie aktywności w poszczególnych wariantach wyznaczone dla lat 
1999 i 2000 – analizowanych w niniejszej pracy – nie róŜniły się istotnie. 

4.1.3. Procesy oksydoredukcyjne w glebach  

Nadmiar wody w glebowym ośrodku porowatym wywołuje szereg powiąza-
nych ze sobą przemian o charakterze fizycznym, chemicznym i biologicznym. 
O intensywności przemian redoks decyduje stan całego układu – wzajemne pro-
porcje kaŜdej z faz glebowych, ich skład jakościowy oraz bardzo istotne zmienne 
– organizmy Ŝywe i korzenie roślin. Wprowadzanie ścieków do gleby, wraz 
z rozpuszczonymi substancjami organicznymi i nieorganicznymi oraz cząstkami 
zawieszonymi i drobnoustrojami, ma wpływ zarówno na wewnątrzkomórkowe 
procesy biologiczne jak teŜ fizyczne i chemiczne, w tym przemiany oksydoreduk-
cyjne, zachodzące w środowisku zewnętrznym komórek, lecz w znaczącym stop-
niu powiązane z procesami biochemicznymi.  

Wartości Eh gleb kontrolnych były wyŜsze od 300 mV na głębokości 10 cm, 
wynosiły średnio 435 mV, 379 mV i 337 mV (odpowiednio w glebie porośniętej 
topolą nr 1, wierzbą nr 2 i trawami nr 6) oraz obniŜały się w głąb profili. Na głę-
bokości 70 cm wartości średnie Eh wynosiły 137 mV, 87 mV i –12 mV (odpo-
wiednio w glebie porośniętej topolą nr 1, wierzbą nr 2 i trawami nr 6). Nawadnia-
nie poletek ściekami powodowało na ogół obniŜenie Eh (rys. 7, tab.7). Zmiany 
były istotne (P < 0,001) w skrajnych warstwach gleby porośniętej topolą (nr 1) przy 
obu dawkach ścieków (obniŜenie od 175 do 235 mV) oraz na głębokości 30 cm 
przy dawce podwójnej (obniŜenie średnio o 220 mV). W glebie porośniętej wierzbą 
(nr 2) obniŜenie Eh przy dawce podwójnej wynosiło na 50 i 70 cm średnio 240 mV, 
a w glebie porośniętej trawami (nr 6) na głębokości 10 i 30 cm o ok. 140 mV. 
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Rys. 7. Potencjał oksydoredukcyjny (Eh) na poszczególnych głębokościach zastosowanych kom-
binacji nawodnień testowanych gleb. Wartości średnie z dwóch sezonów wegetacyjnych wraz 
z odchyleniami standardowymi. Objaśnienia jak na rysunku 3  
Fig. 7. Soil redox potential (Eh) at different soil depths of experimental treatments under field condi-
tions. Averaged values of two consecutive years with standard deviations. Explanation as in Fig. 3 
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Zalewy czystą wodą w mniejszym stopniu modyfikowały stan natlenienia gle-
by, a istotne obniŜenie wartości Eh (P < 0,001) zanotowano w warstwach środko-
wych profili gleb porośniętych wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6) – w ostatnim przy-
padku tylko przy podwójnej dawce wody. Obserwowane w kilku wypadkach wyŜ-
sze wartości Eh w glebach zalewanych niŜ w kontrolnych nie były istotne, w glebie 
porośniętej trawami (nr 6) róŜnica ta dochodziła prawie do 100 mV (rys. 7, 
tab. 7). Intensywność przemian redoks była więc nieco inna w poszczególnych pro-
filach doświadczalnych. RównieŜ oddziaływanie wody i ścieków nie wykazywało 
jednolitej tendencji. Podobnie jak w przypadku aktywności enzymatycznej, kieru-
nek zmian miał indywidualny charakter.  

Tabela 7. Zmiany wartości Eh (mV) w stosunku do kontroli (efekt Eh = EhB,C,D,E – EhA). Wartości 
istotnie róŜne od kontroli oznaczono pogrubioną czcionką (P < 0,001). Oznaczenia jak w tabeli 4 
Table 7. The changes in Eh (effect Eh = EhB,C,D,E – EhA, mV); bold – for significant differences (P < 0.001). 
Explanations as in Table 4 

efekt Eh – effect Eh (mV) Gleba, roślina 
Soil, plant 

Głębokość 
Depth (cm) B C D E 

Nr 1 0-10 –175 –234 –120 +7 

Topola 10-30 +35 –223 –3 +53 

Poplar 30-50 +45 +55 +58 –25 

 50-70 –232 –235 –134 –62 

Nr 2 0-10 –7 –55 –45 –51 

Wierzba 10-30 –18 –47 –177 –202 
Willow 30-50 –41 –309 –230 –210 

 50-70 –59 –165 –105 +41 

Nr 6 0-10 –32 –163 +45 +10 

Trawy 10-30 –42 –116 –104 –140 
Grasses 30-50 –19 –18 +9 –140 

 50-70 +52 +99 +96 +93 
      

Na podkreślenie zasługuje niewielka zmiana potencjału redoks w górnych 
warstwach gleby z udziałem wierzby (nr 2), gdzie nawadnianie ściekami spowo-
dowało tylko nieznaczne obniŜenie Eh. Na głębokości 10 cm tej gleby średnie 
wartości Eh we wszystkich kombinacjach były wyŜsze od 320 mV, a obniŜenie 
wartości Eh w stosunku do gleby kontrolnej (efekt Eh) mieścił się w wąskim za-
kresie od 7 do 55 mV. Natomiast poniŜej 30 cm obniŜenie potencjału redoks pod 
wpływem zalewów ściekami przekraczało 300 mV (i towarzyszyło silnemu pod-
wyŜszeniu aktywności dehydrogenaz, patrz tab. 4). Dodatnie wartości Eh (do 
237 mV) na głębokości 100 cm w tych samych glebach zalewanych ściekami 
obserwowali teŜ Stępniewska i in. [270]. 
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4.1.4. Aktywność dehydrogenaz i katalazy dla całych profili (wartości średnie) 

W oczyszczaniu przesiąkających ścieków uczestniczy cały profil glebowy. 
Traktując badane gleby jako określone układy biologiczne, porównano wartości 
średnie z całych zakresów głębokości (0-70 cm). Przyjęto, Ŝe otrzymane wielkości 
określały wypadkowe tendencje przemian zachodzących w całych profilach (rys. 8). 
Porównanie tych średnich nie zmieniło zasadniczo oceny dokonanej na podstawie 
wyników dotyczących poszczególnych warstw gleby. 

 
Rys. 8. Aktywność dehydrogenaz, aktywność katalazy, Eh (odpowiednio górna, środkowa i dolna linia 
wykresów) w glebach z uprawą topoli, wierzby i mieszanki traw (średnie dla całych profili z 2-letniego 
doświadczenia polowego, wraz z 95% przedziałami ufności LSD). Objaśnienia jak na rysunku 3 
Fig. 8. Dehydrogenase and catalase activities, and redox potential characterizing organic soils 
underneath poplar, willow and grasses (averages for soil profiles under two-year field experiment 
with 95% LSD intervals). Explanation as in Fig. 3 
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W glebie torfowo-murszowej znajdującej się pod uprawą topoli (nr 1) oraz w glebie 
mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6), aktywność badanych enzymów była 
istotnie niŜsza w warunkach okresowego wprowadzania oczyszczonych ścieków niŜ 
w glebie kontrolnej (średnio dla podwójnej dawki: aktywność katalazy o 15%, aktyw-
ność dehydrogenaz o 33%, P < 0,001). Natomiast w glebie torfowo-murszowej z upra-
wą wierzby (nr 2), aktywność enzymów przy nawadnianiu podwójną dawką ścieków 
była istotnie wyŜsza (aktywność katalazy o 8%, dehydrogenaz  ponad dwukrotnie, 
P < 0,001). Średnie wartości Eh obniŜały się wraz z dawką ścieków.  

Systematyczne zalewanie czystą woda w mniejszym stopniu modyfikowały 
aktywność biologiczną. W porównaniu do gleb kontrolnych istotne statystycznie 
było tylko podwyŜszenie aktywności katalazy w profilu z udziałem wierzby. Na-
leŜy teŜ zauwaŜyć, Ŝe średnia aktywność enzymów w wariantach zalewanych 
wodą była na ogół wyŜsza niŜ w profilach zalewanych ściekami (z wyjątkiem 
dehydrogenaz w glebie z wierzbą).  

4.1.5. ZaleŜność aktywności oksydoreduktaz od potencjału redoks gleby 

Funkcje oznaczanych enzymów, naleŜących do tej samej grupy oksydoreduk-
taz, szczególnie powiązanych z warunkami redoks środowiska, mają róŜne znacze-
nie dla metabolizmu komórki. Aktywność katalazy, której rola polega na ochronie 
komórki przed nadtlenkiem wodoru, uszkadzającym białka i większość struktur 
komórkowych, w duŜej mierze regulowana jest dostępnością substratu (na zasadzie: 
mniej tlenu w środowisku → mniejsza produkcja H2O2 → niŜsza aktywność katala-
zy). Udział dehydrogenaz w metabolizmie jest bardziej złoŜony, poniewaŜ są one 
bezpośrednio związane z metabolizmem oddechowym, a więc energetycznym ko-
mórki. Występują one licznie i w róŜnych postaciach, wykazują róŜną specyfikę 
działania, niektóre są białkami allosterycznymi i elementami kompleksów lub na-
wet systemów enzymatycznych. Właściwości te sprawiają, Ŝe dehydrogenazy pod-
legają złoŜonym mechanizmom regulacji wewnątrzkomórkowej [36]. Często zmia-
ny czynnych szlaków metabolicznych modyfikujących wewnątrzkomórkowe dehy-
drogenazy, wymuszone zostają warunkami fizycznymi i składem chemicznym śro-
dowiska, w którym bytują mikroorganizmy. Konsekwencją zalania gleby jest wy-
pełnienie porów glebowych wodą, co prowadzi do ograniczenia wymiany gazowej 
oraz niedotlenienia gleby. W rezultacie następuje zmiana metabolizmu drobno-
ustrojów na oddychanie beztlenowe mniej wydajne niŜ respiracja w obecności tle-
nu. PodwyŜszenie aktywności dehydrogenaz ma na celu zabezpieczenie potrzeb 
energetycznych mikroorganizmów, a jednoczesne obniŜenie aktywności katalazy 
jest efektem mniejszego na nią zapotrzebowania w warunkach hypoksji (rys. 9). 



 43 

Potencjał redoks
Redox potential

R
e

la
ty

w
n

a
 a

kt
yw

n
o
ść

R
e

la
tiv

e
 a

ct
iv

ity

Dehydrogenazy
Dehydrogenases

Katalaza
Catalase

 

Rys. 9. Typowa zaleŜność aktywności oksydoreduktaz od potencjału redoks, obserwowana 
w większości gleb mineralnych (Według: [44,51,75,104,106])  
Fig. 9. Typical pattern of relationship between soil activity of soil oxidoreductases and redox po-
tential observed in most of mineral soils tested (According to: [44,51,75,104,106]) 

Zmiany takie obserwowano w większości badanych gleb mineralnych, zarówno 
w doświadczeniach laboratoryjnych, jak równieŜ w glebach pobranych z siedlisk 
naturalnie zróŜnicowanych pod względem stanu aeracji [41,44-49,104,105,266, 
275,299,301]. W dostępnej literaturze brak jest dokładnych informacji dotyczących 
relacji pomiędzy aktywnością omawianych oksydoreduktaz i procesami redoks gleb 
organicznych w warunkach nawadniania ściekami. Wyniki otrzymane z przeprowa-
dzonych w ramach niniejszej pracy doświadczeń polowych wykazały, Ŝe w testo-
wanych glebach organicznych przebieg zaleŜności dehydrogenaz od Eh nie miał 
typowego charakteru (rys. 10, górny wykres). W glebach zalewanych ściekami 
(warianty B i C) nie obserwowano oczekiwanej tendencji w szerokim przedziale Eh 
od –100 do +450 mV. Natomiast w glebach, które nigdy nie miały kontaktu ze 
ściekami (tzn. w kombinacjach A, D i E) stwierdzono nawet obniŜenie funkcji de-
hydrogenaz w warunkach hypoksji < 300 mV, wynikające raczej z faktu, Ŝe najniŜ-
szy potencjał redoks notowano w głębszych warstwach gleby, charakteryzujących 
się stosunkowo niewysoką aktywnością DHA.  

Do wyjaśnienia pozostało zatem zagadnienie, czy specyficzne właściwości 
badanych gleb rzeczywiście indukują inny przebieg procesów biochemicznych 
w warunkach niedotlenienia i czy występują dodatkowe interferencje w obecności 
ścieków. Jak wspomniano, w większości badanych gleb mineralnych czynność 
dehydrogenaz jest stymulowana niedotlenieniem gleby, przy czym nasilenie pro-
cesów redoks i wzrost aktywności dehydrogenaz są tym silniejsze, im zalane gle-
by są zasobniejsze w materię organiczną [42,44,216]. Szczególne cechy materii 
organicznej badanych gleb hydrogenicznych mogą zapewne implikować zmiany 
procesów biochemicznych i fizyko-chemicznych. NaleŜy jednak zwrócić uwagę, 
Ŝe wysokie wartości DHA (> 0,2 nmol TPF·g–1·min–1) odpowiadają próbkom 
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z wierzchnich warstw, które w większości wykazywały Eh > 300 mV (rys. 10, 
górny wykres). Natomiast niskie wartości aktywności dehydrogenaz (< 0,15 nmol 
TPF·g–1·min–1) odpowiadają próbkom z niŜszych warstw profili, w których enzy-
my były na ogół mniej aktywne, a potencjał redoks niŜszy.  

Ocena wyników dotyczących tylko aktywnych biologicznie wierzchnich 
warstw w zróŜnicowanym zakresie Eh, przemawia za brakiem istotnego powiąza-
nia aktywności dehydrogenaz z potencjałem oksydoredukcyjnym zarówno w gle-
bach kontrolnych jak i w glebach systematycznie zalewanych ściekami. Dane 
otrzymane z przeprowadzonych doświadczeń polowych nie były wystarczające 
do wyjaśnienia tego zjawiska.  

 

Rys. 10. Aktywność dehydrogenaz (górny wykres) i katalazy (dolny wykres) w funkcji potencjału 
redoks w doświadczeniu polowym (■–Gleba+woda – kombinacje A,D,E; ○–Gleba+ścieki – kom-
binacje B,C). Wartości średnie dla wszystkich warstw profili oraz zastosowanych kombinacji. 
Małe wykresy dotyczą tylko wierzchnich warstw 
Fig. 10. Soil dehydrogenase and catalase activities (upper and lower graph, respectively) versus Eh 
under field (■–Soil+water – A,D,E plots; ○–Soil+wastewater – B,C plots). Two-year averages 
calculated for all treatments at each soil depth. Insertions – results for surface soil only 
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Aktywność katalazy, podobnie do aktywności dehydrogenaz, nie wykazywała 
określonej tendencji zmian w zakresie Eh od –100 do +450 mV, zarówno w gle-
bach kontrolnych, jak teŜ zalewanych ściekami (rys. 10, dolny wykres). Zjawisko 
zachowywania zdolności rozkładu H2O2 w warunkach hypoksji obserwować 
moŜna teŜ w niektórych glebach mineralnych [49,51]. Mikroorganizmy beztle-
nowe (względne i bezwzględne) posiadają często nie tylko pojedynczą katalazę 
produkowaną konstytutywnie, lecz równieŜ od 2 do 6 izozymów, których synteza 
jest ściśle zaleŜna od fazy wzrostu populacji [20,307]. W przypadku katalazy 
istotne jest równieŜ to, Ŝe enzym uwolniony z komórki wykazuje w glebie 
znaczną stabilność ze względu na połączenia z koloidami mineralnymi i orga-
nicznymi [4,54,245]. Forma abiotyczna katalazy zachowuje swe funkcje katali-
tyczne (rozkład egzogennego H2O2), lecz nie odzwierciedla aktualnych właściwo-
ści komórek – nie ulega represji czy indukcji i jest znacznie mniej podatna na te 
czynniki środowiskowe, które wywierają wpływ na stan fizjologiczny mikroorga-
nizmów [206]. Źródłem aktywności katalazy, utrzymującej się na stosunkowo 
wysokim poziomie w warunkach niedotlenienia gleby, są przede wszystkim en-
zymy wytwarzane przez drobnoustroje fakultatywnie beztlenowe, dominujące 
w początkowym okresie niedotlenienia oraz enzymy abiotyczne, katalizujące 
reakcję rozkładu H2O2 niezaleŜnie od rozwoju tlenowców. 

Niejednoznaczny wpływ nawodnień na materiał glebowy zaznaczył się równieŜ 
w obrazie potencjał redoks versus wilgotność gleby (rys. 11). Brak oczekiwanego obni-
Ŝenia Eh wraz ze wzrostem wilgotności wykazywały zwłaszcza aktywne, wierzch-
nie warstwy gleb (mały wykres). 

 

Rys. 11. Potencjał redoks (Eh) w funkcji wilgotności gleby (% w/w) w doświadczeniu polowym 
(■–Gleba+woda – kombinacje A,D,E; ○–Gleba+ścieki – kombinacje B,C). Wartości średnie dla 
wszystkich zastosowanych kombinacji. Mały wykres – tylko wierzchnie warstwy (0-10 cm) 
Fig. 11. Soil redox potential (Eh) versus soil moisture under field conditions (■–Soil+water, A,D,E 
plots; ○–Soil+wastewater, B,C plots). Two-year averages calculated for all soil treatments and 
depths. Insertion –  results only for surface soil (0-10 cm) 
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Nietypowe tendencje obserwowane w badanych glebach organicznych, np. wyŜ-
sza wilgotność gleb kontrolnych niŜ gleb zalewanych ściekami, niewyraźna zaleŜność 
Eh od wilgotności mają prawdopodobnie związek ze specyficznymi właściwościami 
wodno-fizycznymi i fizyko-chemicznymi gleb organicznych, m.in. silnie hydrofobo-
wym charakterem materiału, szczególnym charakterem oddziaływań międzyfazo-
wych, zróŜnicowaniem charakterystyk porów i powierzchni właściwej, róŜnym uru-
chamianiem związków organicznych, utlenialnej frakcji węgla i anionów dla utwo-
rów o róŜnym stopniu zmurszenia, a takŜe zaleŜnością retencji wody i właściwości 
wodno-powietrznych od zawartości substancji organicznej [118,119,217,256,258, 
267,292,293,296].  

 

Rys. 12. Zmiany aktywności dehydrogenaz i katalazy w stosunku do gleb kontrolnych (odpowied-
nio, Efekt DHA i Efekt KAT) w funkcji zmiany Eh (Efekt Eh); ■–Gleba+woda – kombinacje 
A,D,E; ○–Gleba+ścieki – kombinacje B,C. Wartości średnie dla wszystkich kombinacji trzech 
gleb. Wykresy wstawione – tylko wierzchnie warstwy 
Fig. 12. Effect of soil irrigation in dehydrogenase and catalase activities (Effect DHA and Effect 
KAT, respectively) versus the effect in Eh (Effect Eh); ■–Soil+tap water, A,D,E plots; ○–Soil 
+wastewater, B,C plots. Two-year averages calculated for all treatments at each soil depth under 
field experiment. Insertions – results for surface layer only 



 47 

-200

600

-60 40

Efekt-Effect  KAT (%)

E
fekt-E

ffect D
H

A
 (%

)

Gleba+ścieki
Soil+wastewater

Gleba+woda
Soil+water

-60

40

-15 15

(0-10 cm)

w

Zmiany aktywności enzymów wywołane zalewami (efekt  DHA, efekt KAT) 
w funkcji zmian wartości potencjału redoks (efekt Eh) przedstawia rysunek 12 
(wartości średnie z 2-letniego doświadczenia dla poszczególnych warstw profili 
B,C,D,E odniesione do kontroli A). NaleŜy zauwaŜyć, Ŝe wiele punktów doświad-
czalnych znajdowało się w zakresie dodatnich wartości efektu Eh, co odpowiadało 
trudnemu do wytłumaczenia podwyŜszeniu Eh gleb zalewanych w odniesieniu do 
gleb kontrolnych. Wysokie dodatnie wartości efektu DHA (prawie 600%) towarzy-
szące silnemu obniŜeniu potencjału redoks (efekt Eh nawet –309 mV) wystąpiły 
jedynie w glebie z udziałem wierzby w mało aktywnych warstwach poniŜej 30 cm 
(patrz rys. 5 i tabela 4). Zatem regulacja aktywności oksydoreduktaz nie była jed-
noznacznie determinowana zmianami potencjału redoks. 

ZaleŜność pomiędzy zmianami w aktywności katalazy i aktywności dehydroge-
naz wywołanymi przez nawodnienia przedstawia rysunek 13. W przypadku zale-
wów ściekami dodatnią tendencję determinowały głównie dane dotyczące niŜszych 
warstw gleby z udziałem wierzby (nr 2). Dla zalewów czystą wodą stwierdzono 
istotną korelację tylko w obrębie wierzchnich warstw (R2 = 0,76, P < 0,01).  

Analiza skomplikowanych relacji pomiędzy rośliną a drobnoustrojami w glebie 
wykracza poza ramy niniejszej pracy. Wpływ rośliny na aktywność metaboliczną 
mikroorganizmów glebowych, najsilniejszy w rizosferze, znany jest od dawna. 
Badania róŜnych autorów wskazują teŜ na oddziaływania poza strefą bezpośrednie-
go wpływu korzeni, zarówno w siedliskach naturalnych, jak równieŜ w glebie 
uprawianej [31,113,205,220,295]. 

 

Rys. 13. Relacje pomiędzy zmianą aktywności dehydrogenaz (Efekt DHA) i katalazy (Efekt KAT) 
wywołaną zalewaniem gleb w warunkach polowych. Objaśnienia jak na rysunku 12 
Fig. 13. Effect of soil irrigation observed in the dehydrogenase (Effect DHA) versus effect in the 
catalase activities (Effect KAT) Explanation as in Fig. 12 
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4.1.6. Podsumowanie wyników doświadczenia polowego 

Otrzymane wyniki są trudne do interpretacji, lecz niejednakowe zmiany ak-
tywności biologicznej gleby zalewanej ściekami obserwowali teŜ inni autorzy. 
W przeprowadzonym doświadczeniu polowym notowano zarówno stymulację jak 
i hamowanie aktywności drobnoustrojów w efekcie systematycznego nawadnia-
nia gleb ściekami. Przyjęta we wstępie hipoteza, Ŝe wyniki otrzymane z badań 
przeprowadzonych w warunkach polowych nie są wystarczające do określenia 
mechanizmów zmian aktywności biologicznej gleby oraz jej relacji z czynnikami 
abiotycznymi znalazła potwierdzenie.  

Zjawisko stymulacji aktywności biologicznej w glebie następuje w wyniku 
wprowadzenia substancji pokarmowych, mikroelementów, a takŜe wody w przy-
padku jej deficytu. Oprócz zwiększenia szybkości reakcji enzymatycznych lub 
indukcji nowych enzymów, pozytywny wpływ dodanych ścieków na czynność 
enzymatyczną gleby moŜe mieć przyczynę równieŜ w zwiększeniu liczebności 
mikroorganizmów oraz ujawnieniu czynności metabolicznej populacji dostarczo-
nych ze ściekami.  

Oczyszczone ścieki w zasadzie nie powinny zawierać znacznych ilości związ-
ków toksycznych, jednak inhibicja aktywności drobnoustrojów moŜe być reakcją 
na kumulację np. metali cięŜkich, substancji toksycznych, czy nawet antybiotyków 
[81,161] lub występować wskutek przekształceń takich substancji, które (w za-
sadzie) są obojętne, ale w określonych warunkach glebowych, np. w warun-kach 
przedłuŜającej się anaerobiozy, mogą być przekształcane w związki szkodliwe. 
Zmiana aktywności metabolicznej gleby moŜe teŜ być efektem okresowych zmian 
w proporcjach pomiędzy poszczególnymi grupami drobnoustrojów, wynikających 
ze złoŜonych relacji pomiędzy mikroorganizmami, które naturalnie zasiedlają daną 
glebę oraz tymi dodanymi wraz ze ściekami. ObniŜenie aktywności danego enzy-
mu nie zawsze jest rezultatem oddziaływań niekorzystnych, poniewaŜ zmiana 
ilości i aktywności enzymu w komórce jest naturalnym sposobem regulacji meta-
bolizmu a więc takiego dostosowania do aktualnej sytuacji, aby wszystkie funkcje 
Ŝyciowe przebiegały dla komórki najkorzystniej [36,246]. Istnieje jednak opinia, 
oparta na powiązaniu badań biochemicznych z oceną zanieczyszczenia gleby, Ŝe 
hamowanie czynności enzymatycznej gleby (szczególnie dotyczy to dehydroge-
naz) ma z reguły przyczynę w naruszeniu równowagi układu. 

Przeprowadzone doświadczenie wykazało istotny, lecz trudny do jednoznacz-
nego zinterpretowania, wpływ systematycznego nawadniania oczyszczonymi 
ściekami miejskimi na status biochemiczny gleby. Reakcja drobnoustrojów zaleŜała 
od zastosowanej dawki ścieków, typu gleby, warstwy w profilu, a takŜe od 
uprawianej rośliny. W glebie torfowo-murszowej z uprawą wierzby występowało 
zjawisko stymulacji aktywności dehydrogenaz i katalazy (przy wyŜszej dawce 
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średnio w profilu o 125% i 8%). Zmiana była istotna (P < 0,001) poniŜej 10 cm 
głębokości w przypadku dehydrogenaz (wzrost średnio o 400%) oraz w warstwie 
30-50 cm w przypadku katalazy (wzrost o 25%). W dwóch pozostałych układach, 
w glebie torfowo-murszowej porośniętej topolą i glebie mineralno-murszowej 
porośniętej trawami, obserwowano obniŜenie aktywności dehydrogenaz (przy 
wyŜszej dawce średnio w profilu o 32%) i katalazy (o 14%). ObniŜenie aktywności 
dehydrogenaz było istotne przy obydwu dawkach ścieków w wierzchniej warstwie 
(średnio dla obu gleb o 37%, P < 0,001) oraz mniej silne w przypadku katalazy, 
istotne w glebie porośniętej trawami (nr 6) w warstwach poniŜej 10 cm (średnio 
o 30%, P < 0,001), a w glebie obsadzonej topolą (nr 1) tylko w warstwie 10-30 cm 
(o 22%, P < 0,001).  

Zahamowanie funkcji enzymatycznej naleŜy przypisać działaniu ścieków, 
gdyŜ dostarczanie analogicznych ilości czystej wody powodowało z reguły 
mniejsze, nieistotne zmiany aktywności enzymów. 

Zmiany potencjału redoks miały zróŜnicowany charakter: od istotnego obniŜenia 
wartości Eh (maksymalnie o 309 mV) do nieistotnego statystycznie podwyŜszenia 
o 99 mV. Na podkreślenie zasługuje fakt, Ŝe nie zaobserwowano typowej relacji 
pomiędzy potencjałem redoks i aktywnością oksydoreduktaz (patrz rys. 9).  

Z uwagi na niejednoznaczność wyników badań polowych i trudności 
interpretacyjne, w następnym etapie badań wyeliminowano te czynniki, które 
wydawały się powodować największe fluktuacje otrzymanych wyników, a więc 
wpływ rośliny i wahania temperatury.  

4.2. Doświadczenie modelowe na monolitach glebowych 

4.2.1. Charakterystyki wodne i biologiczne gleb 

W warunkach laboratoryjnych, w stałej temperaturze i bez przypadkowych 
oddziaływań czynników zewnętrznych, oznaczane właściwości wodne i charak-
terystyki biologiczne gleb wykazywały znacznie mniejsze zróŜnicowanie niŜ 
w warunkach polowych. Wartości średnie wilgotności materiału glebowego 
wyznaczone dla wszystkich zastosowanych kombinacji w doświadczeniu z mono-
litami ilustruje rysunek 14.  

Przykład zmian czynności dehydrogenaz i katalazy w czasie inkubacji 
monolitów w temperaturze 20°C przedstawiony został na przykładzie profili 
pobranych z pola porośniętego wierzbą (nr 2) po trzech latach od zaprzestania 
systematycznych zalewów (rys. 15).  

Profile kontrolne charakteryzowały się wyŜszym poziomem aktywności 
dehydrogenaz wierzchnich warstw niŜ w warunkach polowych (średnio dla trzech 
gleb o 56%), natomiast aktywność głębszych warstw była średnio o 38% niŜsza 
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(w glebach torfowo-murszowych) oraz o 85% wyŜsza (w glebie mineralno-
murszowej) niŜ w profilach naturalnych (rys. 16, rys. 5 i 6). 

 
Rys. 14. Wilgotność gleby w monolitach (inkubacja 12 dni, 20°C); Wartości średnie wraz z odchy-
leniem standardowym; A–gleba kontrolna o wilgotności aktualnej; AW, AŚc i CW, CŚc – odpo-
wiednio, monolity A i C zalane czystą wodą lub ściekami (120 mm) 
Fig. 14. Gravimetric water content in soil monoliths incubated at 20°C (averages from 12-day 
experiment with standard deviations). A – control soil (actual moisture); AW, AŚc and CW, CŚc –
monoliths A or C flooded with 120 mm of tap water or wastewater, respectively  

Aktywność katalazy w wierzchnich warstwach gleb kontrolnych utrzymywała 
się na tym samym poziomie w obydwu doświadczeniach, lecz w głębszych 
warstwach w warunkach modelowych była o ok. 16% niŜsza, niŜ w warunkach natu-
ralnych. W wierzchniej warstwie, gdzie szybciej zachodzi mineralizacja materii 
organicznej, a aktywność biologiczna jest prawdopodobnie silniejsza, niŜ w niŜszych  
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Rys. 15. Aktywność dehydrogenaz (DHA) i katalazy (KAT) w monolitach gleby porośniętej wierzbą 
(nr 2) – średnie z 6 powtórzeń wraz z odchyleniem standardowym. Objaśnienia jak na rysunku 14 
Fig. 15. Soil dehydrogenase (DHA) and catalase (KAT) activities in monoliths of soil planted with 
willow (No.2) – averages from 6 replications with standard deviations. Explanations as in Fig. 14 
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partiach monolitów, brak dodatkowego zaopatrzenia w substancje odŜywcze 
z zewnętrznych źródeł nie spowodował drastycznego obniŜenia czynności drobno-
ustrojów (silniejsze właściwości buforujące). Dostarczenie związków biogennych do 
gleby kontrolnej (warianty AŚc) wywołało podwyŜszenie aktywności w materiale 
wierzchnich warstw, lecz nie w głębszych warstwach.  

Po trzyletniej przerwie w nawodnieniach, aktywność dehydrogenaz gleb podda-
wanych poprzednio zalewom ściekami (C) była w  wierzchnich warstwach o ponad 
50% wyŜsza, niŜ w doświadczeniu polowym (rys. 16). Natomiast w warstwach głęb-
szych aktywność enzymatyczna była znacznie niŜsza: w glebach torfowo-murszowych 
porośniętych topolą (nr 1) i wierzbą (nr 2) aktywność dehydrogenaz średnio o 88%, 
aktywność katalazy o 38% w stosunku do wartości obserwowanych w warunkach 
naturalnych. W przypadku profilu pobranego z pola z udziałem wierzby (nr 2) sytuacja 
była więc zupełnie odmienna niŜ w doświadczeniu polowym. PoniewaŜ obniŜenie to 
dotyczyło teŜ wariantu CW – gleby pobranej z pola zalewanego ściekami oraz zalanej 
w laboratorium czystą wodą – więc osłabienia metabolizmu drobnoustrojów nie moŜ-
na przypisać bezpośrednio substancjom zawartym w ściekach, lecz zmianom, jakie 
zaszły w samym materiale glebowym w okresie następującym po zaprzestaniu zabie-
gów. Prawdopodobną przyczyną tej sytuacji mogła być utrwalona zmiana zespołu 
drobnoustrojów, wywołana systematycznymi zalewami ściekami w układzie gleba – 
wierzba. Wydaje się prawdopodobne, Ŝe powtarzające się dostarczanie ścieków na 
pole mogło prowadzić do dominacji drobnoustrojów eutroficznych. Wierzba jest rośli-
ną wodolubną, chętnie wykorzystywaną w oczyszczalniach hydrofitowych, symulują-
cych warunki hydrauliczne i siedliskowe naturalnych ekosystemów bagiennych – 
mokradeł, ze względu na przystosowanie do bytowania w tych ekosystemach i szybki 
przyrost biomasy, związany z intensywnym poborem wody i związków biogennych 
[14,30,79,214,226,282]. Rodzaj Salix charakteryzuje nieco szersza tolerancja w zakre-
sie klimatu i gleby oraz większa plastyczność w pierwszych fazach wzrostu wobec 
czynników abiotycznych i zoogenicznych, niŜ rodzaj Populus [80]. 

Systematyczne dostarczanie substancji pokarmowych stymulowało wzrost wierz-
by, a w wierzchniej warstwie silną rozbudowę systemu korzeniowego [280]. Dobrze 
rozwijające się rośliny modyfikowały przestrzeń fizyczną gleby, przeciwdziałały 
nadmiernemu gromadzeniu wody, sprzyjały więc rozwojowi mezofauny i zaopatrywa-
ły mikroorganizmy w znaczne ilości substancji odŜywczych. Wierzba została posa-
dzona dosyć gęsto, w rozstawach 45x10 cm i 45x20 cm, topola natomiast w rozsta-
wie 4x2 m, czyli zasięg oddziaływania korzeni na polu obsadzonym słabo rosnącymi 
drzewkami topoli (nr 1) był przypuszczalnie znacznie mniejszy. Wilgotność gleby 
zalewanej ściekami była w warunkach polowych niŜsza pod uprawą wierzby niŜ na 
przylegającym polu z topolą. Zatem w czasie nawodnień intensywnie metabolizujące 
drobnoustroje wspomagane fizycznym i chemicznym oddziaływaniem korzeni wie-
rzby, swoją aktywność wyraŜały podwyŜszeniem czynności enzymatycznej w całym  
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Rys. 16. Aktywność dehydrogenaz (DHA) i katalazy (KAT) w poszczególnych wariantach monolitów 
glebowych. Wartości średnie wyznaczone z 12-dniowej inkubacji dla poszczególnych kombinacji wraz 
z odchyleniami standardowymi. Objaśnienia jak na rysunku 14 
Fig. 16. Soil dehydrogenase (DHA) and catalase (KAT) activities in incubated soil monoliths (averages 
from 12-day experiment with standard deviations). Explanation as in Fig. 14 

profilu gleby. Zaprzestanie nawodnień obiektu mogło ograniczyć dostawę substancji 
pokarmowych, a pre-inkubacja profili w laboratorium, bez dostawy substratu 
z zewnątrz, dodatkowo przyczyniła się do wyczerpania zasobu łatwiej dostępnych 
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substancji odŜywczych. W efekcie, po upływie trzech latach od zaprzestania zalewów 
nastąpiło zahamowania rozwoju dominujących mikroorganizmów.  

Jednokrotny zalew w laboratorium nie był wystarczający do przywrócenia in-
tensywnego metabolizmu mikroflory głębszych partii profilu. Aktywność enzy-
matyczna była obniŜona w obydwu wariantach gleby pobranej z pola porośnięte-
go wierzbą poprzednio zalewanego ściekami (monolity zalane wodą nr 2CW 
i ściekami 2CŚc). Czynnikiem ograniczającym aktywność biologiczną mógł być 
niedostatek substratu pokarmowego dla drobnoustrojów heterotroficznych, wyni-
kający z zaprzestania zalewów i izolowania profili ze środowiska poprzednio 
eutroficznego. Zalewy ściekami prowadzone w warunkach polowych niosły sub-
stancje odŜywcze, a obecność prawidłowo rosnącej rośliny w układzie pozwalała 
na odprowadzaniu ich nadmiaru oraz wystarczające przewietrzenie gleby.  

Tabela 8. Wpływ nawodnień gleby ściekami (CŚc) i czystą wodą (AW) na aktywność dehydroge-
naz (efekt DHA) w warunkach naturalnych (‘pole’) i w monolitach inkubowanych w laboratorium 
(‘monolity’). Zmiany istotne (P < 0,001) zaznaczono pogrubioną czcionką. Oznaczenia jak w tabeli 4 
Table 8. Effect of soil irrigation with wastewater (CŚc) and tap water (AW) on soil dehydrogenase 
activity (effect DHA) under field (‘field’) and laboratory (‘monoliths’) experiments; bold – for 
significant differences (P < 0.001). Explanations as in Table 4 

Wpływ nawodnień na aktywność dehydrogenaz 
Effect of flooding on soil dehydrogenases (%) 

CŚc AW  
Gleba, roślina 

Soil, plant 

Głębokość 
Depth 
(cm) 

‘pole’ ‘field’ 
‘monolity’-
‘monoliths’ ‘pole’ ‘field’  ‘monolity’-

‘monoliths’ 

Nr 1 0-10 –57 –55 –30 –15 
Topola 10-30 –31 –93 –36 –89 
Poplar 30-50 +43 –20 –35 –2 

 50-70 +32 +53 –38 +51 

Nr 2 0-10 +27 +9 +27 +62 
Wierzba 10-30 +160 –53 +12 +22 
Willow 30-50 +494 –51 –23 –51 

 50-70 +562 –23 +74 –4 

Nr 6 0-10 –26 +7 +20 +33 
Trawy 10-30 +1 +27 –1 +23 
Grasses 30-50 –38 +74 –55 +122 

 50-70 –84 –89 +64 +64 
      

NaleŜy teŜ zauwaŜyć, Ŝe aktywność dehydrogenaz była stymulowana w kombina-
cjach AŚc – monolitach pobranych z poletek kontrolnych A, które nie były zalewane 
poprzednio ściekami (rys. 16). MoŜna przypuszczać, Ŝe w omawianym doświadczeniu 
równieŜ w przypadku monolitów CŚc, nie ścieki, lecz inne czynniki ograniczały meta-
bolizm mikroflory glebowej. Przeprowadzone doświadczenie pośrednio wskazuje na 
rolę rośliny w kreowaniu reakcji drobnoustrojów glebowych na zabiegi zalewania gleb 
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ściekami. W warunkach polowych, aktywność enzymów gleby pod uprawą wierzby 
prawdopodobnie nie była bezpośrednio stymulowana obecnością ścieków, lecz specy-
ficznym charakterem wytworzonego układu gleba – wierzba.  

Zahamowanie aktywności dehydrogenaz było silne w wyŜszych warstwach 
monolitu pobranego z pola obsadzonego topolą zalewanego ściekami (nr 1C), 
podobnie jak w doświadczeniu polowym. W dwóch pozostałych glebach obniŜe-
nie aktywności dotyczyło tylko głębszych warstw. W materiale wierzchnich 
warstw, pobranym z pól z udziałem wierzby (nr 2) i traw (nr 6) zalewanych ście-
kami, notowano nawet nieistotne podwyŜszenie wartości DHA (ok. 8%).  

Tabele 8 i 9 przedstawiają porównanie efektów działania zalewów ściekami 
i czystą wodą w warunkach polowych i laboratoryjnych odniesionych do gleb kon-
trolnych (efekt DHA, efekt KAT). Z wyjątkiem niŜszych warstw profilu pobranego 
z pola porośniętego wierzbą (nr 2), stwierdzono względnie duŜą zgodność zmian 
w obydwu doświadczeniach. Wartości średnie dla danej kombinacji istotnie róŜne 
od gleby kontrolnej oznaczone zostały pogrubioną czcionką (P < 0,001).  

Tabela 9. Wpływ nawodnień gleby ściekami (CŚc) i czystą wodą (AW) na aktywność katalazy (efekt 
KAT) w warunkach naturalnych (‘pole’) i w monolitach (‘monolity’). Zmiany istotne (P < 0,001) 
zaznaczono pogrubioną czcionką. Oznaczenia jak w tabeli 4 
Table 9. Effect of soil irrigation with wastewater (CŚc) and tap water (AW) on soil catalase activity 
(effect CAT) under field (‘field’) and laboratory (‘monoliths’) experiments; bold – for significant 
differences (P < 0.001). Explanations as in Table 4 

Wpływ nawodnień na aktywność katalazy 
Effect of flooding on soil catalase (%) 

CŚc AW  
Gleba, roślina 

Soil, plant 
Głębokość 
Depth (cm) 

‘pole’ 
‘field  

‘monolity’-
‘monoliths’ 

‘pole’ 
‘field  

‘monolity’-
‘monoliths’ 

Nr 1 0-10 –9 –6 –2 +8 
Topola 10-30 –22 –60 –20 –24 
Poplar 30-50 –7 –37 +13 –5 

 50-70 –17 –14 –11 –12 

Nr 2  0-10 –1 –10 +5 +3 
Wierzba 10-30 +6 –47 +6 +67 
Willow 30-50 +25 –45 +11 –43 

 50-70 +8 –37 +16 –1 

Nr 6  0-10 0 +12 +12 +8 
Trawy 10-30 +2 +14 +2 –6 
Grasses 30-50 –27 0 –18 +14 

 50-70 –48 –87 –15 +12 
      

Oprócz modyfikacji procesów biochemicznych, obserwowano teŜ zmianę właści-
wości wodnych – obniŜenie wilgotności gleby C w niŜszych partiach profili, w stosun-
ku do wariantów AW i AŚc, a nawet w porównaniu do gleby kontrolnej A (rys. 14). 
Podobną tendencję zmiany właściwości wodnych obserwował Magesan [182].  
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4.2.2. Potencjał redoks gleb 

Potencjał redoks mierzony w trakcie inkubacji przedstawiono na przykładach mo-
nolitów pobranych z pola porośniętego wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6), wykazujących 
odpowiednio najmniejsze i największe jego wahania (rys. 17). 

 

Rys. 17. Zmiany Eh w czasie inkubacji monolitów gleby porośniętej wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6), 
wartości średnie z 6 powtórzeń, wraz z odchyleniem standardowym. Objaśnienia – rysunek 14 
Fig. 17. Changes in Eh during incubation monoliths of soil planted with willow (No. 2) and grasses 
(No. 6), averages from 6 replications with standard deviations. Explanation as in Fig. 14 
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W glebie torfowo-murszowej pobranej z pola z udziałem wierzby (nr 2, rys. 17), 
a takŜe z udziałem topoli (gleba nr 1, dane nie zostały przedstawione na rysunku) 
potencjał redoks nie obniŜył się poniŜej 300 mV, umownej granicy warunków 
utlenionych i zredukowanych [106]. Natomiast w glebie mineralno-murszowej 
porośniętej trawami (nr 6) procesy redoks zachodziły nieco intensywniej. 
Wartości Eh, obniŜone po zalaniu do 200 mV, powróciły w tej glebie do poziomu 
> 300 mV po trzecim dniu inkubacji, tzn. po usunięciu roztworu z naczyń 
u podstawy kolumn. Charakterystyczne jest, Ŝe w materiale wierzchnich warstw 
potencjał redoks na ogół był wyŜszy od 500 mV nawet w monolitach zalanych 
wodą lub ściekami, a Eh < 500 mV obserwowano jedynie w kombinacji CŚc 
mineralno-murszowej gleby łąkowej.  

Na rysunku 18 przedstawiono zmianę wartości Eh względem wartości wyj-
ściowych (∆Eh = Eh(t12) – Eh(t0)). W przeprowadzonym doświadczeniu woda 
i ścieki stosunkowo szybko przesiąkały przez monolity glebowe. Czas zalewu 
prawdopodobnie nie był wystarczająco długi do wytworzenia hypoksji. Więk-
szość punktów znajduje się w zakresie dodatnich wartości ∆Eh. Zmiany potencja-
łu redoks, zwłaszcza w materiale wierzchnich warstw, były minimalne. 

 

Rys. 18. Zmiany Eh (∆Eh) po 12 dniach inkubacji w funkcji wartości początkowych Eh(to) – średnie 
dla poszczególnych wariantów doświadczalnych badanych gleb. Linią przerywaną otoczono wartości 
dla wierzchnich warstw (0-10 cm) 
Fig. 18. Changes in Eh (∆Eh) after 12-day incubation of soil columns in laboratory versus initial 
values Eh(to). Averages calculated for experimental variants of tested soils. Results for surface soil 
(0-10 cm) encircled 

Biorąc pod uwagę otrzymane wyniki wydaje się, Ŝe badane gleby organiczne, 
szczególnie torfowo-murszowe, charakteryzują się specyficznymi właściwościa-
mi redoks, a szczególnie wyjątkowo duŜą odpornością na redukcję. Zatem od-
działywanie ścieków na aktywność oksydoreduktaz w pełnej anaerobiozie, moŜ-
liwej przy intensywnym nawadnianiu w warunkach polowych, zostało nadal pro-
blemem nierozstrzygniętym.  



 58 

0,0

0,2

0,4

0,6

10 30 50 70 cm

D
H

A
 (

n
m

o
l T

P
F

g
-1

 m
in

-1
)

0

10

20

30

10 30 50 70 cm

K
A

T
 (
µ

m
o

l H
2O

2 
g

-1
 m

in
-1

)

300

400

500

600

10 30 50 70 cm

E
h

 (
m

V
)

6

7

8

9

10 30 50 70 cm

p
H

4.2.3. Analiza statystyczna wyników 

Dysponując wynikami otrzymanymi z doświadczenia przeprowadzonego 
w warunkach bardziej kontrolowanych w porównaniu do warunków polowych (stała 
temperatura, eliminacja roślin i mezofauny), wykorzystano wieloczynnikową analizę 
wariancji w celu określenia, czy bezpośredni wpływ ścieków w pojedynczym zalewie 
istotnie wpływa na badane właściwości gleby oraz jak silne jest bezpośrednie oddzia-
ływanie ścieków na tle efektów wywieranych przez inne czynniki. Najsilniejszy 
wpływ na aktywność enzymatyczną wywierała warstwa gleby oraz system nawod-
nień (A – gleba, która nie miała przedtem kontaktu ze ściekami, C – gleba nawadnia-
na periodycznie przez 4 lata oczyszczonymi ściekami). Natomiast bezpośrednie od-
działywanie ścieków w czasie 12-dniowej inkubacji, okazało się nieistotne w porów-
naniu do oddziaływania wody destylowanej. Podobnie, istotny wpływ na parametry 
fizykochemiczne Eh i pH miał typ i warstwa w profilu (P < 0,001), natomiast róŜnice 
pomiędzy wartościami w obecności wody lub ścieków były nieistotne. 

Dehydrogenazy były średnio 9-krotnie aktywniejsze w materiale wierzchnich 
warstw, niŜ w materiale podpowierzchniowym i aŜ 25-krotnie aktywniejsze, niŜ 
w warstwach głębszych. Aktywność katalazy była w warstwie 0-10 cm około 
dwukrotnie wyŜsza, niŜ w materiale połoŜonym głębiej (rys. 19).  

 

Rys. 19. Aktywność dehydrogenaz (DHA) i katalazy (KAT) oraz Eh i pH na róŜnych głęboko-
ściach monolitu glebowego. Wartości średnie z 12-dniowej inkubacji trzech gleb organicznych 
wraz z 95% przedziałami ufności, test LSD 
Fig. 19. Soil dehydrogenase (DHA) and catalase (KAT) activities, Eh and pH at differnet depths 
of soil monoliths. Averages for 12-day lincubation experiment of three organic soils with 95% 
LSD intervals 
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Analizując wpływ ścieków nie moŜna pominąć całokształtu warunków gle-
bowych wytworzonych wskutek przeprowadzonych zabiegów. Procesy fizyczne, 
zwłaszcza status wodno-powietrzny, istotnie determinują warunki siedliskowe 
drobnoustrojów [62,71,144,160,222,309,310]. Dodatkowo, gleby organiczne są 
trudnym materiałem badawczym. Dotyczy to równieŜ gleb pobagiennych, w któ-
rych materia organiczna podlega ciągłym przemianom. Kierunek i intensywność 
tych przemian są uwarunkowane szeregiem czynników, wśród których wyróŜnia 
się szatę roślinną, aktywność mikroorganizmów, fizyczne i chemiczne właściwo-
ści utworu oraz zmienne warunki wodno-powietrzne i termiczne [281].  

Inne rezultaty nawodnień obserwowane w glebie z udziałem topoli (nr 1), niŜ 
w glebie z udziałem wierzby (nr 2) – obie gleby torfowo-murszowe, poletka sąsiadu-
jące ze sobą – naleŜy zapewne przypisać wpływowi rośliny i gęstości pokrycia. Zna-
czenie ewapotranspiracji w procesie oczyszczania ścieków na filtrze glebowym pod-
kreśla Stottmeister i in. [276]. Przy wyŜszym uwilgotnieniu gleby obsadzonej topolą 
oraz zalewanej ściekami (nr 1C), w trakcie zalewów następowało prawdopodobnie 
osłabienie tempa mineralizacji materii organicznej i ograniczenie liczebności drobno-
ustrojów w całym profilu w porównaniu do kontrolnej gleby obsadzonej topolą 
(nr 1A), a takŜe w porównaniu do gleby zalewanej ściekami w obecności wierzby 
(nr 2C). O niekorzystnych warunkach fizycznych gleby z udziałem topoli zalewanej 
ściekami świadczy teŜ masowe wypadanie drzewek [86]. PoniewaŜ zastosowano 
podobny system drenaŜu na wszystkich poletkach zalewanych ściekami, moŜna 
przypuszczać, Ŝe topola nie jest odpowiednią rośliną w przypadku obiektów usytu-
owanych na glebach torfowo-murszowych.  

4.2.4. Podsumowanie wyników badań na monolitach glebowych 

Doświadczenie laboratoryjne, przeprowadzone w kontrolowanej temperaturze, 
bez udziału roślin, na monolitach glebowych o nienaruszonej strukturze, pobranych 
po trzyletniej przerwie w nawodnieniach, dostarczyło kilku cennych informacji. 
Eliminacja rośliny z układu istotnie zmieniła reakcję drobnoustrojów w niŜszych 
warstwach gleby z uprawą wierzby (gleba nr 2). O ile w wierzchniej warstwie wa-
riantu zalewanego ściekami aktywność dehydrogenaz pozostała lekko podwyŜszona 
w stosunku do gleby kontrolnej (o 9%), to w warstwach głębszych obserwowano 
silne obniŜenie aktywności oksydoreduktaz (ok. 50%, P < 0,001). Reakcja enzy-
mów była więc zbliŜona do tej, jaką notowano w glebie z udziałem topoli (nr 1) 
w obydwu doświadczeniach. Zatem stymulacja Ŝywotności drobnoustrojów pod 
wpływem ścieków obserwowana w warunkach polowych w głębszych warstwach 
gleby z udziałem wierzby była nietrwała i wynikała najprawdopodobniej 
z aktywnego udziału korzeni dobrze rozwijających się roślin.  
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Zaprzestanie nawodnień ściekami gleby mineralno-murszowej porośniętej 
trawami (nr 6) spowodowało zmiany korzystne dla drobnoustrojów, zwłaszcza 
w górnych warstwach profilu. PowyŜej 50 cm stwierdzono stymulację dehydrogenaz 
i katalazy (w odniesieniu do gleb kontrolnych odpowiednio około 35% i 10%).  

PołoŜenie warstwy w profilu (głębokość), system nawodnień zastosowany po-
przednio w warunkach polowych (A lub C) oraz właściwości gleby wywierały silniej-
szy wpływ na aktywność oksydoreduktaz, potencjał redoks i pH, niŜ aktualne warunki 
inkubacji wynikające z zalania wodą lub ściekami. W materiale wierzchnich warstw 
dehydrogenazy były średnio 9- i 25-krotnie aktywniejsze, niŜ w materiale podpowierz-
chniowym i w warstwach głębszych. Aktywność katalazy w wierzchnich warstwach 
była średnio 2-krotnie wyŜsza, niŜ w warstwach głębszych (P < 0,001).  

Bezpośredni wpływ netto ścieków (róŜnica pomiędzy aktualnym działaniem 
ścieków i czystej wody) w pojedynczym zalewie nie był istotny dla kształtowania 
aktywności oksydoreduktaz, potencjału redoks i odczynu badanych gleb.  

Badane gleby, zwłaszcza torfowo-murszowe (nr 1 i nr 2), charakteryzowały 
się znaczną odpornością na redukcję. Czas zalania nie był wystarczający do wy-
tworzenia warunków niedotlenienia zwłaszcza w wierzchnich warstwach, gdzie 
wartości Eh pozostawały wyŜsze od +400 mV.  

PoniewaŜ wierzchnia warstwa, najbardziej aktywna i odgrywająca waŜną rolę 
w utrzymaniu Ŝyzności gleby jest w największym stopniu naraŜona na działanie 
ścieków poprzez swoje połoŜenie w profilu, wskazane jest dokładne prześledze-
nie zmian w warunkach anaerobiozy. W następnej części pracy podjęto zatem 
próbę rozszerzenia zakresu badań o inne funkcje biologiczne drobnoustrojów 
glebowych, istotne dla utrzymania ich funkcji oddechowych w układzie modelo-
wym, na materiale pobranym z wierzchniej warstwy gleby.  

4.3. Doświadczenie modelowe na próbkach z wierzchnich warstw gleb 

Z uwagi na wieloznaczny i trudny w interpretacji charakter wyników badań po-
lowych i monolitowych oraz w celu bardziej dokładnego poznania związków przy-
czynowo-skutkowych w glebie nawadnianej ściekami, podjęto badania modelowe 
z rozszerzonym zakresem oznaczanych wskaźników aktywności biologicznej dla 
tych samych gleb, dla których prowadzono poprzednie doświadczenia. Inkubacja 
próbek glebowych wiąŜe się z utratą naturalnej struktury gleby i bezpośredniego 
kontaktu z ekosystemem, lecz z uwagi na większą jednorodność materiału glebo-
wego i moŜliwość ścisłej kontroli warunków eksperymentalnych, daje moŜliwość 
zdecydowanie bardziej dokładnej oceny działania określonych czynników w glebie. 
Dysponowanie większą ilością materiału glebowego w identycznych warunkach 
inkubacji znacznie zmniejsza efekty zmienności przestrzennej gleby i pozwala na 
podjęcie próby oceny związków pomiędzy wieloma wskaźnikami biologicznymi.  
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Dla skróconego i wygodniejszego opisu prezentowanych wyników, w roz-
dziale 4.3. stosowano dalej określenie: gleba porośnięta topolą (nr 1), gleba poro-
śnięta wierzbą (nr 2) i gleba porośnięta trawami (nr 6), choć badania dotyczyły 
juŜ tylko materiału glebowego z wierzchniej warstwy (0-10 cm) gleby porośnię-
tej, odpowiednio, topolą, wierzbą i trawami. Materiał pobrano po upływie trzech 
lat od zaprzestania czteroletnich nawodnień ściekami.  

4.3.1. Aktywność dehydrogenaz 

4.3.1.1. Aktywność dehydrogenaz w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy  

Materiał przygotowany do doświadczenia modelowego charakteryzował się 
wilgotnością ok. 60% pełnej pojemności wodnej, nie został więc przesuszony 
i zachował wysoki poziom aktywności oksydoreduktaz, zbliŜony do zakresu ob-
serwowanego w środowisku naturalnym. Aktywność dehydrogenaz wykazywała 
ogólną tendencje do obniŜania się w czasie inkubacji (rys. 20). W próbkach poro-
śniętej topolą gleby kontrolnej (nr 1A) stwierdzono początkowo ok. 25% wzrost 
aktywności dehydrogenaz. W próbkach porośniętej topolą gleby zalewanej ście-
kami (nr 1C), podwyŜszenie wartości DHA (średnio o 19%) poprzedzone było 
niewielkim jej spadkiem. Generalnie, w glebie porośniętej topolą, obniŜenie ak-
tywności dehydrogenaz było wyraźnie mniejsze w glebie kontrolnej (1A), średnio 
o 14%, a większe w glebie zalewanej ściekami (1C), średnio o 40%. 

RównieŜ w dwóch pozostałych glebach aktywność dehydrogenaz wykazywała 
tendencję spadkową we wszystkich wariantach. W glebie porośniętej wierzbą (nr 2) 
utrata aktywności przy końcu inkubacji sięgała aŜ 60% wartości wyjściowych, 
a róŜnice pomiędzy wariantami były mniejsze, niŜ w pozostałych glebach. Zmiany 
aktywności dehydrogenaz w próbkach gleby porośniętej wierzbą (nr 2) pośrednio 
wskazują na rolę wierzby w selekcji drobnoustrojów o wysokich wymaganiach po-
karmowych, szczególnie w glebie nawadnianej ściekami (substancje odŜywcze 
w ściekach plus rozbudowany system korzeniowy). W doświadczeniu polowym 
aktywność dehydrogenaz wierzchniej warstwy gleby porośniętej wierzbą była o 27% 
wyŜsza w kombinacji zalewanej ściekami (nr 2C), niŜ w glebie kontrolnej (2A), (patrz 
tab. 4), natomiast w doświadczeniu na próbkach glebowych – tylko o 7%. 

W glebie porośniętej trawami (nr 6) spadek aktywności był nieco mniejszy przy 
niŜszej wilgotności próbek (o 45% w stosunku do wartości początkowej) niŜ 
w wariantach zalanych (średnio o 56%). ObniŜanie aktywności dehydrogenaz 
w czasie inkubacji próbek glebowych obserwowane było równieŜ przez innych 
autorów [50,60,187,301]. 
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Rys. 20. Dynamika aktywności dehydrogenaz (DHA) w inkubowanych próbkach gleb. AK i CK – 
wilgotność kontrolna (ok. 60% WHC) gleb A i C; AW i CW – próbki zalane wodą destylowaną 
(1:1 w/w); AŚc i CŚc próbki zalane ściekami (1:1 w/w). Wartości średnie z trzech niezaleŜnych 
powtórzeń wraz z odchyleniem standardowym (W ramkach wyniki wieloczynnikowej analizy 
wariancji: = oznacza brak istotnych róŜnic; * – P < 0,05; ** – P < 0,01; *** – P < 0,001) 
Fig. 20. Changes in dehydrogenase activity (DHA) during soil samples incubation. AK and CK – 
samples at 60% WHC; AW and CW – flooded with distilled water; AŚc and CŚc – flooded with 
wastewater (triplicate-means with standard deviation, in the boxes multifactor analysis of variance: 
= no significant difference; * – P < 0.05; ** – P < 0.01; *** – P < 0.001) 
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Aktywność dehydrogenaz gleby porośniętej topolą (nr 1) była istotnie wyŜsza 
w próbkach gleby, która nie miała wcześniej kontaktu ze ściekami (1A > 1C, 
P < 0,001). Odwrotna sytuacja wystąpiła w glebie porośniętej wierzbą (nr 2) i tra-
wami (nr 6) – dehydrogenazy były bardziej aktywne w próbkach gleb nawadnia-
nych ściekami C (P < 0,001).  

We wszystkich glebach bezpośrednia obecność ścieków nie wywołała istot-
nych róŜnic w aktywności dehydrogenaz w porównaniu do tych, jakie spowodo-
wała woda destylowana (W = Śc). Natomiast zalanie próbek zarówno wodą, jak 
teŜ ściekami, prowadziło do istotnego obniŜenia aktywności dehydrogenaz 
(K > W, K > Śc, P < 0,001).  

4.3.1.2. Aktywność dehydrogenaz w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

W celu określenia wpływu ścieków na potencjalną aktywność biologiczną gleby 
w warunkach nielimitowanego dostępu drobnoustrojów do łatwo przyswajalnego 
źródła węgla i energii, zastosowano kombinacje z dodatkiem cukru prostego, gluko-
zy. W badaniach wstępnych przetestowano wpływ glukozy na aktywność dehydro-
genaz i oddechową w zakresie stęŜenia glukozy od 1 do 10 mg·g–1 gleby. Wybrane 
wyniki tego testu – dynamikę aktywności dehydrogenaz i respiracji w glebie poro-
śniętej wierzbą bez zalewów ściekami (nr 2A) przy dodatku glukozy 1 mg·g–1 
i 6 mg·g–1 gleby przedstawia rysunek 21. 

NiŜsza dawka powodowała szybki, lecz krótkotrwały wzrost aktywności de-
hydrogenaz pierwszego dnia inkubacji (o 50% wartości DHA). Wykorzystaniu 
łatwo przyswajalnego cukru towarzyszyło intensywne wydzielanie CO2 i pobór 
O2, odpowiednio 6- i 3-krotnie wyŜsze niŜ w próbkach bez wzbogacenia. W ciągu 
14 dni drobnoustroje pobrały ponad 2 razy więcej tlenu oraz wydzieliły prawie 
3 razy więcej CO2 niŜ w glebie bez dodatku cukru. 

Glukoza w stęŜeniu 6 mg·g gleby–1 zwiększyła znacznie intensywność kataboli-
zmu (rys. 21). Maksymalną aktywność respiracyjną zanotowano trzeciego dnia 
inkubacji – ponad 60-krotnie wyŜsze wydzielanie CO2 i 30-krotnie wyŜszy pobór 
O2 niŜ w próbkach gleby bez uzupełnienia substratu. Przy tej dawce glukozy, juŜ 
pierwszego dnia inkubacji aktywność respiracyjna była 3-krotnie wyŜsza niŜ mak-
symalna przy niŜszym dodatku. Aktywność dehydrogenaz dwukrotnie wzrosła 
bezpośrednio po dodaniu glukozy i utrzymywała się na wysokim poziomie aŜ do 
końca inkubacji. PodwyŜszona aktywność dehydrogenaz po wyczerpaniu tlenu 
przemawia za duŜym udziałem dehydrogenaz w metabolizmie beztlenowym 
[44,224]. Wzbogacenie glukozą w ilości 6 mg·g–1 zostało zastosowane do dalszych 
badań określających wpływ ścieków na potencjalną aktywność biologiczną gleb. 
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Rys. 21. Aktywności dehydrogenaz (górne wykresy), wydzielanie CO2 (środkowe) i pobór O2 (dolne) 
w próbkach gleby porośniętej wierzbą (nr 2) inkubowanej z dodatkiem glukozy 1 mg·g–1 i 6 mg·g–1, 
odpowiednio lewa i prawa strona. Strzałki – dodanie glukozy. Małe wykresy: (DHAglc – DHAk), szyb-
kość wydzielania CO2 i poboru O2 
Fig. 21. Dehydrogenase activity, CO2 evolution, O2 uptake (upper, middle and lower graphs, respectively) 
in soil planted with willow (No. 2) incubated with low (1 mg·g–1, left) or high (6 mg g–1, right) glucose 
amendment. Arrows – glucose addition. Insertions: (DHAglc – DHAk), CO2 evolution and O2 uptake rate 

Zmiany aktywności dehydrogenaz w trakcie inkubacji z dodatkiem glukozy 
próbek reprezentujących zastosowane warianty doświadczalne przedstawia rysu-
nek 22. W przypadku kaŜdej gleby obecność dodanych ścieków nie modyfikowa-
ła aktywności dehydrogenaz w sposób istotnie róŜny od działania wody (W = Śc). 
Natomiast wartości DHA w próbkach zalanych wodą lub ściekami były tu, ina-
czej niŜ w próbkach bez wprowadzonej glukozy, istotnie wyŜsze od wartości no-
towanych przy wilgotności kontrolnej (P < 0,01).  
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Rys. 22. Dynamika aktywności dehydrogenaz (DHA) w próbkach badanych gleb (inkubacja 
w obecności glukozy, 6 mg·g–1). Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 22. Dynamics of dehydrogenase activity (DHA) in soil samples (incubation with glucose, 
6 mg g–1). Explanation as in Fig. 20 

W glebie wzbogaconej dodatkowym substratem obserwowano istotną róŜnicę 
pomiędzy glebami róŜnie nawadnianymi (A lub C). Obecność glukozy stymulo-
wała w większym stopniu dehydrogenazy w próbkach tej gleby, która wykazywa-
ła niŜszą aktywność podczas inkubacji bez glukozy (w obecności glukozy 
1C > 1A, 2A > 2C). Informacja ta jest pierwszym sygnałem prowadzącym do 
wniosku, Ŝe obniŜenie czynności biochemicznych drobnoustrojów w glebie poro-
śniętej topolą i zalewanej ściekami (nr 1C) obserwowane w poprzednich do-
świadczeniach nie było skutkiem toksyczności ścieków.  
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Po 12 dniach inkubacji z glukozą, aktywność dehydrogenaz próbek o wilgot-
ności kontrolnej obniŜyła się do poziomu bliŜszego próbkom bez wzbogacenia, 
natomiast w wariantach zalanych pozostawała znacznie podwyŜszona (tab. 10). 

Tabela 10. Wpływ glukozy (6 mg·g–1 gleby) na aktywność dehydrogenaz (DHAglc) po 12 dniach 
inkubacji. Efekt wyznaczono według wzoru [(DHAglc – DHA)/DHA]·100 i wyraŜono jako procentowe 
podwyŜszenie (plus) lub obniŜenie (minus) wartości w stosunku do próbek inkubowanych bez 
glukozy (DHA)  
Table 10. Effect of glucose (6 mg g–1) on soil dehydrogenase activity (DHAglc) after 12-day incubation. 
The effect was calculated according to equation [(DHAglc – DHA)/DHA]·100 and expressed as percent of 
stimulation (plus) or inhibition (minus) of the activity in soil samples incubated without glucose (DHA) 

DHAglc (%) Wariant gleby 
Soil treatment Nr 1 

Topola – Poplar 
Nr 2 

Wierzba – Willow 
Nr 6 

Trawy – Grasses 

AK 0 +97 –3 
AW +56 +492 +488 
AŚc +103 +531 +590 

CK +79 +88 +29 
CW +325 +407 +325 
CŚc +341 +426 +370 

    
Rozpatrzenie zmian aktywności dehydrogenaz w odniesieniu do wartości począt-

kowej (dla t0), pozwala bliŜej określić zdolność poszczególnych wariantów doświad-
czalnych do utrzymania wysokiego poziomu aktywności w trakcie inkubacji. W po-
czątkowej fazie glukoza indukowała dehydrogenazy niemal we wszystkich próbkach. 
Trzeciego dnia stwierdzono przejściowe hamowanie aktywności (prawdopodobnie 
związane z uruchomieniem innych szlaków metabolicznych), a następnie – w prób-
kach zalanych – stabilizację lub nawet silne podwyŜszenie w porównaniu do aktyw-
ności wyjściowej. Aktywność próbek o wilgotności kontrolnej była po 12 dniach 
niŜsza nawet o połowę od początkowych. Prawdopodobną przyczyną mogła być 
regresja aktywności wywołana szybszym wyczerpaniem tlenu (co jest omawiane 
w dalszej części pracy) oraz niewystarczającą, przy tym uwilgotnieniu, dostępnością 
innych akceptorów elektronów, na przykład rozpuszczalnych form azotu. Aktywność 
próbek zalanych wodą lub ściekami pozostawała znacznie podwyŜszona w odniesie-
niu do kontroli – próbek bez wzbogacenia oraz w odniesieniu do wartości początko-
wej. Zatem aktywacja dehydrogenaz, obserwowana przez wielu autorów w glebach 
zalanych, w przypadku badanych gleb organicznych nastąpiła dopiero po przełama-
niu pewnej bariery, w tym wypadku po dostarczeniu mikroorganizmom nadmiaru 
łatwego do wykorzystania substratu węglowego. Związek powyŜszych procesów 
z przemianami redoks omawiany będzie w dalszych częściach pracy.  

Zakładając, Ŝe wysoki poziom aktywności dehydrogenaz w glebie jest wyrazem 
intensywnie zachodzących procesów dostarczających komórkom glebowym energii, 
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na podstawie przeprowadzonego doświadczenia z dodatkiem glukozy moŜna stwier-
dzić poza jednym przypadkiem, Ŝe metabolizm drobnoustrojów nie był hamowany 
w obecności ścieków. Wyjątkiem tym była gleba 1AŚc, w której po początkowym 
przyroście aktywności obserwowano spadek DHA poniŜej wartości wyjściowej. Po-
dobny przebieg w wariancie 1AW (zawiesina wodna) wskazuje jednak, Ŝe przyczyną 
obniŜenia aktywności były właściwości gleby, a nie substancje obecne w ściekach. 
Wysoki poziom aktywności w tych wariantach (ok. 2 nmol TPF·g–1·min–1, rys. 22) 
i jednocześnie dość szybki powrót do poziomu DHA gleby bez wzbogacenia (tab. 10) 
sugerują raczej regulację uaktywnionych szlaków metabolicznych spowodowaną 
wyczerpaniem substratu, a nie efekt toksyczności ścieków.  

Jak wcześniej wspomniano, aktywność glebowych dehydrogenaz związana głów-
nie z procesami katabolicznymi heterotroficznych komórek prokariotycznych i grzy-
bów, reaguje na ogół silnie na zmiany stanu natlenienia gleby [37,61,107,265,266, 
275]. Natlenienie nie jest jednak jedynym czynnikiem modyfikującym aktywność tych 
oksydoreduktaz w tak bio-róŜnorodnym środowisku gleby. Wszystkie grupy drobno-
ustrojów bytujących w glebie doświadczają stosunkowo częstych zmian dostępności 
źródła węgla i energii oraz końcowych akceptorów elektronów. WaŜną strategią mi-
kroorganizmów jest więc odpowiednia adaptacja szlaków metabolicznych w odpo-
wiedzi na zmiany zachodzące w otoczeniu [36,200]. Przykładem moŜliwości takiej 
adaptacji jest metabolizm Paracoccus denitryficans, bakterii obecnej m.in. w glebie 
i ściekach, która moŜe Ŝyć chemolitoautotroficznie (z wodorem, formaldehydem lub 
mrówczanem jako jedynym źródłem energii) lub heterotroficznie (korzystając z wielu 
związków organicznych – cukrów, aminokwasów, alkoholi). P. denitryficans preferuje 
tlenowy typ oddychania heterotroficznego, dostarczającego maksimum energii. 
W warunkach beztlenowych rolę terminalnych akceptorów elektronów pełnią dla tych 
bakterii tlenki azotu (V,III,II,I). Enzymy związane z tym typem respiracji uruchamiane 
są w sytuacji braku tlenu. MoŜliwość represji pewnych enzymów dostarcza drobno-
ustrojom fakultatywnym maksymalne korzyści energetyczne oraz zabezpiecza je przed 
akumulacją toksycznych NO i NO2

–. Z kolei moŜliwość utleniania związków jedno-
węglowych narzuca konieczność konstytutywnej produkcji innych enzymów (np. 
dehydrogenazy formaldehydowej) [288].  

4.3.2. Aktywność oddechowa 

Oddychanie gleby (respiracja) jest miarą mineralizacji węgla organicznego, jak 
teŜ metodą oceny dynamiki rozkładu związków organicznych i ich dostępności dla 
drobnoustrojów [78,198]. WyŜsza respiracja wskazuje na wyŜszą aktywność mikro-
biologiczną. Powtarzające się cykle zalewania i osuszania gleby mogą przyczyniać 
się do zwiększania aktywności respiracyjnej, a tym samym tempa rozkładu substan-
cji organicznej gleby [106]. Torfy mniej rozłoŜone wykazują większe tempo minera-
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lizacji (mniejsze wyczerpanie substancji łatwo ulegających rozkładowi) niŜ torfy 
o znacznym stopniu rozkładu [154]. Odwodnienie gleb organicznych przyspiesza 
procesy mikrobiologiczne [63,217], chociaŜ obserwowano teŜ odwrotną tendencję 
w nieuŜytkach torfowych [218].  

Wydzielanie CO2 jest bezpośrednim efektem aktywności drobnoustrojów he-
terotroficznych. PoniewaŜ utlenianie materii organicznej gleby jest kluczowym 
procesem cyklu krąŜenia węgla w ekosystemie, aktywność oddechową wykorzy-
stano jako wskaźnik aktywności biologicznej gleby przy określania reakcji drob-
noustrojów na nawodnienia gleby ściekami. 

4.3.2.1. Aktywność oddechowa w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy 

4.3.2.1.1. Wydzielanie CO2  

Dane przedstawione na rysunku 23 wskazują, Ŝe aktywność oddechowa mie-
rzona ilością wydzielonego CO2 była istotnie wyŜsza w glebach systematycznie 
zalewanych ściekami (C) niŜ nawadnianych jedynie opadami atmosferycznymi (A), 
a takŜe wyŜsza w obecności ścieków niŜ czystej wody (P < 0,001). 

Tabela 11. Wydzielanie CO2 w czasie inkubacji gleb w 20°C (równowagowa ilość CO2 nad glebą) 
Table 11. CO2 evolution during soils incubation at 20°C (CO2 equilibrium content in soil headspace) 

Kumulacja CO2 we wskazanych dniach inkubacji 
Cumulative CO2 emission after days as indicated (mg C-CO2 kg–1) 

Wariant 
Variant 

0-3  4-6  0-12 0-29 

1AK 72,4 82,4 320,1 757,9 
1AW 45,3 62,2 260,4 640,7 
1AŚc 82,8 66,0 312,3 694,5 

1CK 81,1 87,0 380,0 862,3 
1CW 52,7 73,1 300,2 743,7 
1CŚc 111,4 80,6 370,4 810,2 

2AK 46,1 47,6 184,8 482,3 
2AW 31,6 34,6 157,7 455,1 
2AŚc 77,6 42,3 209,8 495,8 

2CK 58,6 65,3 240,7 575,0 
2CW 41,0 54,9 209,2 559,2 
2CŚc 101,1 59,1 275,7 610,1 

6AK 42,8 35,2 156,7 347,4 
6AW 29,9 29,2 147,2 384,2 
6AŚc 61,4 39,8 186,0 412,1 

6CK 61,4 33,5 205,7 468,0 
6CW 41,1 49,0 189,4 475,7 
6CŚc 72,2 49,5 235,4 499,0 
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Rys. 23. Emisja CO2 w próbkach badanych gleb – krzywe kumulatywne (inkubacja bez glukozy). 
Małe wykresy – szybkość respiracji. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 23. Cumulative CO2 emission in soil samples (incubation without glucose). Inserts – respira-
tion rate. Explanation as in Fig. 20 

Mercik i in. [198] wyróŜniają oddychanie początkowe (dwutlenek węgla wy-
dzielony w ciągu pierwszych 3 dni w temperaturze 28°C), podstawowe (w ciągu 4-
7 dni w 28°C) oraz długotrwałe (mierzone w czasie 0-35 dni w temperaturze 25°C). 
Zestawienie ilości CO2 w analogicznych okresach inkubacji (wszystkie pomiary 
w 20°C) dla próbek gleb objętych doświadczeniem przedstawia tabela 11. Po-
dobnie jak w doświadczeniu Mercika i in. [198], na początku doświadczenia 
zaobserwowano większe róŜnice pomiędzy poszczególnymi wariantami. W fazie 
respiracji początkowej próbki wydzieliły najwięcej CO2 w obecności ścieków 

Nr 2

0

200

400

600

800

0 10 20 30

C
O

2 
(m

g 
C

 k
g -1

)

2C > 2A***
Śc > W***

Nr 1

0

200

400

600

800

1000

0 10 20 30

C
O

2 
(m

g 
C

 k
g -1

)

1C > 1A***
Śc > W***

Nr 6

0

200

400

600

0 10 20 30

Czas (dni)-Time (days)

C
O

2 
(m

g 
C

 k
g -1

)

AK
AW
Aśc
CK
CW
CŚc

6C > 6A***
Śc > W***

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 3 6 9 12

C
O

2
 (m

g 
C

 k
g-1

 h
-1

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 3 6 9 12

C
O

2
 (m

g 
C

 k
g-1

 h
-1

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 3 6 9 12

C
O

2
 (m

g
 C

 k
g-1

 h
-1

)



 70 

(w glebach A i C). Ta tendencja została utrzymana do końca doświadczenia 
w glebie mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6). W glebie torfowo-
murszowej porośniętej topolą (nr 1) oraz wierzbą (nr 2), ilość nagromadzonego 
CO2 pomiędzy czwartym i szóstym dniem była największa w wariantach o wil-
gotności kontrolnej (ok. 60% WHC). 

 
Rys. 24. Szybkość respiracji po 1 i 12 dniach inkubacji bez glukozy. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 24. Respiration rates after 1 and 12 days of soil incubation without glucose. Explanation in Fig. 20 

W następnych fazach relacje te ulegały pewnym zmianom z zachowaniem re-
guły wyŜszego wydzielania CO2 przez gleby pobrane z pól nawadnianych ście-
kami. Pozytywny wpływ nawodnień gleby organicznej wodami ściekowymi 
z krochmalni i browaru na wydzielanie CO2 obserwowali Biernacka i in. [29]. 
Autorzy notowali oddychanie w ilości ok. 300 mg CO2·100 g–1, odpowiadające 
ok. 800 mg C-CO2·kg–1 po 4-tygodniowej inkubacji gleb, czyli zakres zbliŜony do 
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kumulacji CO2, jaki obserwowany był po 29 dniach inkubacji gleby porośniętej 
topolą oraz zalewanej ściekami (nr 1C). 

Rysunek 24 przedstawia aktywność oddechową gleb po 1 i 12 dniach inkubacji. 
Maksymalne wartości aktywności oddechowej w próbkach glebowych ze ścieka-
mi zanotowano w fazie początkowej inkubacji. Podobną tendencję obserwowali 
m.in. Bernal i in. [26] oraz Mamilov i Dilly [188]. Natomiast w większości pró-
bek zalanych wodą, aktywność respiracyjna wzrastała dopiero po kilkudniowej 
adaptacji, utrzymując się od 9 dnia prawie na stałym poziomie (patrz rys. 23, ma-
łe wykresy). W porównaniu do danych literaturowych, oddychanie z szybkością 
1 mg C-CO2·kg–1·h–1 było umiarkowane, lecz podobną aktywność obserwowali teŜ 
inni autorzy [33,50,77,90,96,106,297,300,305].  

Część dwutlenku węgla wydzielanego przez próbki glebowe zalane ściekami, 
zwłaszcza w ciągu pierwszych 24 godzin inkubacji, naleŜy przypisać aktywności 
drobnoustrojów dostarczonych wraz ze ściekami. Przeprowadzono kontrolną inku-
bację próbki ścieków (5 ml) bez gleby w warunkach identycznych do inkubacji wła-
ściwej (rys. 25, lewy wykres). Początkowo relatywnie duŜy wkład wniesionych ko-
mórek w ilość wydzielonego CO2 (prawie 40% objętości CO2 wydzielonego przez 
glebę ze ściekami) zmniejszał się w czasie, prawdopodobnie z powodu wyczerpania 
substancji pokarmowych w samej próbce ścieków.  

 

Rys. 25. Zmiany stęŜenia CO2 (■) i O2 (◊) (% obj.) nad powierzchnią próbki ścieków (5 cm3, linie 
przerywane) oraz gleby zalanej ściekami (5 g+5 cm3, linie ciągłe). Inkubacja w 20°C bez glukozy 
(lewy wykres) i z dodatkiem glukozy, 6 mg·g–1 (prawy wykres) 
Fig. 25. CO2 (■) and O2 (◊) concentration (% v/v) in the headspace of wastewater (5 cm3, broken 
lines) and soil with wastewater  (5 g+5 cm3, solid lines). Incubation at 20oC without glucose (left) 
and with glucose addition, 6 mg g–1 (right) 
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Ilość nagromadzonego CO2 po 4 tygodniach inkubacji wynosiła mniej niŜ 5% 
objętości gazu oznaczonego w próbce gleby ze ściekami. Dobowe przyrosty CO2 po 
12 dniach inkubacji były juŜ prawie 100-krotnie niŜsze w próbkach samych ścieków 
niŜ w glebie zalanej ściekami. 

Oszacowanie rzeczywistego wkładu komórek wprowadzonych ze ściekami 
nie jest łatwe. Próba jego określenia na podstawie róŜnicy pomiędzy próbką zala-
ną wodą i ściekami moŜe prowadzić do pominięcia zjawiska stymulacji respiracji 
komórek autochtonicznych przez substancje zawarte w ściekach. Natomiast za-
stosowanie ścieków sterylizowanych moŜe zawyŜyć wyniki poprzez wprowadze-
nie łatwo dostępnego substratu metabolicznego dla komórek glebowych (np. ami-
nokwasów uwolnionych z komórek zniszczonych w czasie sterylizacji). 

4.3.2.1.2. Pobranie O2  

Czynnikiem regulującym mineralizację materii organicznej jest dostępność 
tlenu i innych akceptorów elektronów. Pobranie tlenu, podobnie jak w przypadku 
wydzielania CO2, było istotnie wyŜsze w glebach poprzednio zalewanych ście-
kami (C), P < 0,01, natomiast zróŜnicowanie pomiędzy kombinacjami gleba–woda 
i gleba–ścieki było mniej wyraźne (rys. 26). NajwyŜszy dobowy pobór O2 obser-
wowano na początku inkubacji (3-7 cm3·kg–1·h–1), podobnie do dehydrogenaz 
(patrz rys. 20). W ciągu pierwszego dnia najsilniejsze oddychanie stwierdzono 
w obecności ścieków, w próbkach porośniętej topolą gleby zalewanej ściekami 
(nr 1CŚc). Gleba ta do końca inkubacji utrzymywała najwyŜszą szybkość poboru 
O2. Gleba porośnięta wierzbą (nr 2) w całym okresie inkubacji charakteryzowała 
się nieco niŜszą aktywnością oddechową, niŜ pozostałe gleby. Natomiast gleba 
porośnięta trawami (nr 6) po początkowo intensywnym poborze tlenu, wykazy-
wała silne obniŜenie aktywności oddechowej juŜ w 3 dniu inkubacji. Po upływie 
9-12 dni szybkość poboru O2 ustaliła się na określonych poziomach (2-4 cm3 
O2·kg–1·h–1) we wszystkich zastosowanych wariantach doświadczenia (rys. 26, 
małe wykresy). Według badań innych autorów intensywność oddychania gleby 
moŜe wahać się w róŜnych glebach od 0,1 do 20 cm3 O2 kg–1·h–1 [106]. 

Najmniej tlenu pobrały próbki o kontrolnym uwilgotnieniu z poletek, które nie 
miały wcześniej kontaktu ze ściekami (AK), średnio 2,9% (v/v) O2 po 12 dniach 
oraz 6,0% (v/v) O2 po 29 dniach inkubacji, a najwięcej – próbki zalane ściekami 
z poletek systematycznie nawadnianych w warunkach polowych (CŚc), średnio 4,0 
i 8,4% O2, odpowiednio po 12 i 29 dniach (tab. 12). PrzedłuŜenie inkubacji spowo-
dowało systematyczne, choć niewielkie, obniŜanie szybkości poboru tlenu. RóŜnice 
w zapotrzebowaniu na tlen w poszczególnych wariantach zostały utrzymane – 
w efekcie 117-dniowej inkubacji gleby porośniętej trawami (nr 6) w powietrzu nad 
glebą pozostało od 5,5% do 1,6% O2 (odpowiednio warianty 6AK i 6CŚc). 
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Rys. 26. Zmiany stęŜenia tlenu nad powierzchnią próbek badanych gleb w czasie inkubacji bez 
glukozy. Małe wykresy – szybkość poboru O2. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 26. Changes in oxygen concentration in soil headspace over time (incubation without glucose). 
Inserts – O2 uptake rate. Explanation as in Fig. 20 

Zalanie gleby wodą prowadzi na ogół do obniŜenia poboru tlenu, wynikającego 
przede wszystkim z fizycznego ograniczenia dyfuzji O2 w fazie wodnej. W prze-
prowadzonym doświadczeniu, próbki o kontrolnym uwilgotnieniu (ok. 60% pełnej 
pojemności wodnej) wykazywały jednak istotnie niŜszy pobór tlenu niŜ gleby zala-
ne wodą lub ściekami. Zbyt niskie uwilgotnienie, które moŜe prowadzić do hamo-
wania aktywności oddechowej drobnoustrojów glebowych moŜna w tym przypad-
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ku wykluczyć, poniewaŜ wydzielanie CO2 pozostawało w wariancie kontrolnym na 
wyŜszym poziomie niŜ w glebach zalanych wodą destylowaną (patrz rys. 23).  

Inkubacja próbki ścieków bez gleby spowodowała niewielki ubytek tlenu – 
0,54% i 0,79% odpowiednio w ciągu 12 i 29 dni inkubacji (rys. 25, prawy wykres). 
Dalsze przedłuŜanie inkubacji nie zmieniło tej sytuacji i po 62 dniach stęŜenie tlenu 
w naczyniach pozostawało więc bliskie atmosferycznemu, ok. 20% O2 (v/v). Warun-
ki przeprowadzonych doświadczeń nie pozwalają ustalić jak przebiegało oddycha-
nie drobnoustrojów zymogennych w kontakcie z glebą.  

Tabela 12. Porównanie ilości O2 pobranego przez próbki glebowe w ciągu 12 i 29 dni inkubacji 
w temperaturze 20oC – poszczególne warianty doświadczalne gleby porośniętej topolą (nr 1), 
wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6) 
Table 12. Oxygen consumed during 12 and 29 days of incubation at 20oC in experimental variants 
of soil planted with poplar (No. 1), willow (No. 2) and grasses (No. 6) 

Ilość pobranego tlenu – Oxygen consumption (O2, % v/v) 

12 dni – 12 days 29 dni – 29 days 
Wariant gleby 
Soil treatment 

Nr 1 Nr 2 Nr 6 Nr 1 Nr 2 Nr 6 

AK 3,77 2,42 2,59 7,80 5,13 5,15 
AW 3,73 2,78 3,20 8,33 6,12 6,56 
AŚc 3,46 2,82 3,28 8,26 5,65 6,74 

CK 3,61 3,07 3,13 8,08 6,43 6,00 
CW 4,03 3,54 3,72 8,65 7,44 7,66 
CŚc 4,41 3,60 3,97 9,50 7,43 8,20 

       
Gleba z jednej strony jest źródłem substancji pokarmowych dla drobnoustrojów 

pojawiających się z zewnątrz, z drugiej jednak jest środowiskiem, które nie sprzy-
ja ich rozwojowi. Aktywność i przeŜywalność w glebie mikroorganizmów po-
chodzących ze ścieków jest uzaleŜniona od wielu czynników, m.in. od częstości 
stosowania nawodnień i warunków panujących w glebie [159,165,181,208].  

4.3.2.1.3. Współczynnik oddechowy RQ 

Współczynnik oddechowy RQ określany jest jako stosunek objętości wytwo-
rzonego CO2 do objętości O2 pobranego w czasie oddychania materiału biolo-
gicznego. Przy oddychaniu tlenowym z wykorzystaniem węglowodanów, wartość 
RQ wynosi 1,0 (przy całkowitym utlenieniu glukozy: 6 mol CO2/6 mol O2), dla 
kwasów organicznych średnia wartość RQ = 1,3. Podczas utleniania bardziej 
zredukowanych cząsteczek wskaźnik RQ < 1: w warunkach tlenowych dla tłusz-
czów średnia wartość RQ wynosi 0,7 a dla białek 0,8 [106]. Współczynnik odde-
chowy jest niŜszy od 1 równieŜ wówczas gdy utlenienie cukru jest niekompletne 
(np. nagromadzają się produkty niecałkowitego utlenienia) oraz przy asymilacji 
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CO2. Niskie wartości RQ mogą wskazywać na duŜe zapotrzebowanie na tlen 
i przewagę procesów mineralizacji alifatycznych związków organicznych. Do 
obniŜenia RQ prowadzą teŜ procesy autotroficznej nitryfikacji wskutek wykorzy-
stania O2 bez wydzielania CO2 oraz inne przemiany wynikające z wykorzystania 
tlenu przez drobnoustroje litotroficzne. Na podstawie przybliŜonego składu kwa-
sów huminowych (C308H328O90N5, stosunek molowy C/O ok. 3,42), Dilly [77] 
postuluje, Ŝe utlenianie tych związków moŜe zachodzić w glebie w szerokim za-
kresie RQ od 0,29 do 0,91. Ponadto, złoŜone związki organiczne gleby (np. ligni-
na, związki humusowe) dostępne są dla aerobów dzięki aktywności mono- 
i dioksygenaz. Większy pobór tlenu niŜ wydzielanie CO2 moŜe świadczyć wła-
śnie o wbudowywaniu tlenu do cząsteczek tych związków w wyniku katalizy 
oksygenaz [69]. Wartości RQ > 1, obserwowane w warunkach naturalnych, mogą 
przemawiać za intensywnym rozkładem związków typu kwasów organicznych, 
których źródłem są wydzieliny korzeniowe [76]. 

Zmiany współczynnika oddechowego wyznaczonego dla poszczególnych wa-
riantów badawczych, przedstawione zostały na rysunku 27. Zalanie gleby ście-
kami spowodowało podwyŜszenie RQ w stosunku do gleby o uwilgotnieniu kon-
trolnym, zalanie wodą natomiast – wyraźne obniŜenie RQ. Wartości wskaźnika 
wzrastały w czasie, najszybciej przekraczając jedność w glebie mineralno-
murszowej porośniętej trawami (nr 6). W efekcie przedłuŜenia inkubacji próbek 
tej gleby do 117 dni, współczynnik zbliŜył się lub przewyŜszył 1,0 we wszystkich 
zastosowanych wariantach.  

Współczynnik oddechowy osiągał na ogół wyŜsze wartości w glebach pobra-
nych z poletek intensywnie nawadnianych ściekami, niŜ w glebach z poletek kon-
trolnych, istotne dla gleby porośniętej wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6).  

Wartość współczynnika oddechowego nie daje jednoznacznej oceny charakte-
ru metabolizmu dominującego w układzie glebowym, odzwierciedla jednak do 
pewnego stopnia stan fizjologiczny biomasy mikroorganizmów [69]. Obserwo-
wane istotne róŜnice pomiędzy wariantami z wodą lub ściekami pozwalają pod-
kreślić silny wpływ ścieków na oddychanie gleby. Początkowo wyraźnie wyŜsze 
wartości współczynnika w obecności ścieków przemawiają prawdopodobnie za 
wykorzystaniem dostarczonych substancji pokarmowych o niŜszym stopniu zre-
dukowania. Bezpośredni związek z niskimi wartościami RQ w wariantach gleby 
zalanej wodą destylowaną miało osłabione w tych warunkach wydzielanie CO2 
(patrz rys. 23, małe wykresy).  

Tendencja wzrostu wartości wskaźnika RQ w trakcie inkubacji badanych gleb 
mogła wynikać ze zmniejszającego się dostępu tlenu. W warunkach hypoksji 
obecne w glebie alternatywne akceptory elektronów włączane są w degradację 
substancji organicznych, co przy zachowaniu funkcji wydzielania CO2 na pozio-
mie mniej więcej stałym, prowadzi do podwyŜszania wartości RQ.  
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Rys. 27. Zmiany współczynnika oddechowego (RQ) w czasie inkubacji próbek glebowych bez 
glukozy. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 27. Respiratory quotient (RQ) during incubation of soil samples without glucose. Explanation 
as in Fig. 20 

Przedstawione na rysunku 28 wartości średnie RQ wskazują, Ŝe wydzielanie 
CO2 było niŜsze niŜ pobranie O2 – przy wilgotności kontrolnej o 32% i 27%, 
w próbkach zalanych wodą o 47% i 43%, a w obecności ścieków o 23% i 20%, 
odpowiednio w glebach kontrolnych (A) i nawadnianych ściekami (C), P < 0,001.  
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Rys. 28. Współczynnik oddechowy (RQ) wyznaczony na podstawie 12-dniowej inkubacji próbek 
gleb organicznych – wartości średnie wraz z odchyleniem standardowym (*– istotnie róŜne od AK 
lub CK, P < 0,001) 
Fig. 28. Respiratory quotient (RQ) calculated for 12-day experiment of  organic soil samples – 
average values with standard deviations (* – significantly different from AK or CK, P < 0.001)  

4.3.2.2. Aktywność oddechowa w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Doświadczenie uwzględniało teŜ określenie wpływu ścieków na potencjalną 
aktywność oddechową drobnoustrojów glebowych w warunkach łatwego dostępu 
do  źródła węgla i energii. Glukoza przyswajana jest przez znaczną część bakterii 
(heterotroficzne, miksotroficzne i fakultatywne litotroficzne) oraz drobnoustroje 
eukariotyczne, głównie grzyby. Wykorzystanie niskocząsteczkowych związków 
organicznych jest dla drobnoustrojów korzystne energetycznie, dlatego pomimo 
niskich stęŜeń w roztworze glebowym, związki te w znacznym stopniu przyczy-
niają się do wydzielania CO2 z gleby. Glukoza, octan, czy mleczan obecne są 
w zakresie od < 1 do 1000 µmol, natomiast aminokwasy i aminocukry – w zakresie 
od 0,1 do 5 µmol [287].  

4.3.2.2.1. Wydzielanie CO2  

Wysoki dodatek glukozy (6 mg·g–1 gleby) wywołał silną stymulację czynności 
dehydrogenaz (patrz rys. 22). Porównując glebę z poletek A i C badanych gleb, 
nie zaobserwowano jednak jednolitego charakteru tych zmian. Podobną sytuację 
stwierdzono w przypadku indukowanego wydzielania dwutlenku węgla (rys. 29). 
O ile w przypadku respiracji podstawowej (basal respiration, przypisywanej 
procesom związanym z mineralizacją węgla natywnego, naturalnie wystę-
pującego w glebie) aktywność wszystkich gleb była wyŜsza w próbkach C niŜ A 
oraz w obecności ścieków niŜ wody, o tyle potencjalne moŜliwości wy-
korzystania łatwo przyswajalnego cukru ujawniły pewne róŜnice pomiędzy 
badanymi glebami. 
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Mineralizacja węgla w obecności glukozy przebiegała w początkowej fazie in-
kubacji bardzo intensywnie (rys. 29). Próbki gleby porośniętej topolą (nr 1) 
i trawami (nr 6) pobrane z poletek nawadnianych ściekami przez 4 lata (C) emito-
wały istotnie więcej CO2 niŜ próbki z poletek kontrolnych (A). Dla gleby porośnię-
tej topolą (nr 1) występuje zbieŜność z tendencją zanotowaną dla aktywności dehy-
drogenaz indukowanych glukozą. RóŜnica pomiędzy respiracją w wariantach 
z wodą lub ściekami była tu nieistotna. Natomiast w próbkach gleby porośniętej 
wierzbą (nr 2) mineralizacja glukozy zachodziła nieco silniej w obecności ścieków 
niŜ wody, lecz poprzednie uŜytkowanie gleby, przeprowadzane w warunkach po-
lowych, nie przyczyniło się w tym przypadku do modyfikacji mineralizacji (A = C).  

Stymulacja procesów respiracyjnych, wywołana dodatkiem glukozy, była naj-
szybsza w próbkach o niŜszej wilgotności, dotyczyło to gleb pobranych z pól 
kontrolnych (AK), jak teŜ zalewanych ściekami (CK). Wystarczające uwilgotnie-
nie i jednocześnie łatwa dyfuzja gazów pomiędzy fazą stałą i powietrzem glebo-
wym spowodowały, Ŝe ilość wydzielonego CO2 była tu juŜ po 24 godz. inkubacji 
średnio 17-krotnie wyŜsza niŜ w próbkach bez dodatku cukru (maksymalnie 28-
krotnie wyŜsza w glebie porośniętej wierzbą nr 2CK). W tym samym czasie 
próbki gleby zalanej wodą uwolniły średnio 7 razy, a próbki zalane ściekami 3 
razy więcej CO2 niŜ odpowiednie próbki bez dodatku glukozy. Po 3 dniach inku-
bacji z glukozą ilość nagromadzonego CO2 była w porównaniu do gleby bez 
wzbogacenia średnio 29-, 33- i 16 razy większa odpowiednio w wariantach K, W 
i Śc, maksymalnie 41 razy w glebie porośniętej wierzbą (nr 2). W początkowej 
fazie inkubacji łatwy dostęp do korzystnego źródła energii znacznie zwiększył 
intensywność procesów katabolicznych, wpływając tym samym silnie na cały 
układ glebowy. Podobnie silną stymulację respiracji dodatkiem glukozy obser-
wowali m.in. Dassonville i in. [70].  

Po szczycie aktywności przypadającym trzeciego dnia procesy respiracji ule-
gły silnemu osłabieniu, zwłaszcza w próbkach metabolizujących w początkowej 
fazie najsilniej (rys. 29). Zjawisko hamowania syntezy enzymów przez produkt 
końcowy szlaku jest naturalnym zjawiskiem regulacji metabolizmu, rozpoznawa-
nym w pojedynczych populacjach drobnoustrojów [36]. W omawianym przypad-
ku sytuacja jest bardziej złoŜona. 

Wraz z upływem czasu inkubacji podwyŜszenie respiracji przez glukozę było 
coraz mniejsze. Po pierwszym dniu kumulatywna ilość CO2 w glebie wzbogaco-
nej była średnio 17, 7 i 3-razy wyŜsza (odpowiednio dla wariantów K, W i Śc), 
niŜ w glebie bez glukozy. Po 60 dniach we wszystkich wariantach była ona około 
dwukrotnie, zaś po 112 dniach juŜ tylko o 40-60% wyŜsza. 
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Rys. 29. Emisja CO2 w próbkach badanych gleb – krzywe kumulatywne (inkubacja w obecności 
glukozy, 6 mg·g–1). Małe wykresy – szybkość wydzielania CO2. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 29. Cumulative CO2 emission in soil samples (incubation with glucose, 6 mg g–1). Inserts – 
respiration rate. Explanation as in Fig. 20 

4.3.2.2.2. Mineralizacja netto glukozy 

Mineralizacja netto glukozy mierzona była jako róŜnica pomiędzy ilością CO2 
wydzielonego w glebie z dodatkiem glukozy i w glebie bez dodatku [162,263]. 
Obliczona w ten sposób ilość CO2 pochodząca z utlenienia glukozy w pierwszej 
fazie (po 24 godz.) była wyraźnie zaleŜna od aktualnych warunków inkubacji i sta-
nowiła 92-96%, 77-90% i 60-69% całej puli wydzielonego CO2 odpowiednio 
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w wariantach K, W i Śc. Po trzech dniach zakres ten wynosił 93-98% we wszyst-
kich układach, a następnie malał do 83-92%, 46-62% i 28-40%, odpowiednio 
po 12, 60 i 117 dniach inkubacji. 

Nasilone utlenianie glukozy zachodziło trzeciego dnia po wykorzystaniu łatwo 
dostępnych glebowych związków organicznych (por. rys. 23 i rys. 29). Opóźnienie 
mineralizacji dodanych substratów (glukozy i celulozy) w stosunku do mineraliza-
cji związków natywnych obserwowali teŜ inni autorzy [74]. Wprowadzenie gluko-
zy, lub innego substratu, do układu glebowego wiąŜe się z nie do końca jeszcze 
wyjaśnioną stymulacją (lub opóźnieniem) procesu mineralizacji glebowej materii 
organicznej w początkowej fazie utleniania substancji dodanej. Zjawisko to (‘toro-
wanie’, priming effect) tłumaczone jest zastępowaniem istniejącej biomasy drobno-
ustrojów przez nowe populacje, lub współzawodnictwem o źródło energii pomię-
dzy populacjami wyspecjalizowanymi w rozkładzie świeŜo dodanej substancji or-
ganicznej i tymi populacjami, które mineralizują spolimeryzowaną glebową materię 
organiczną [88,166,180,248]. Rzeczywisty zakres tego zjawiska moŜliwy jest tylko 
przy zastosowaniu dodatku glukozy znakowanej węglem 14C [162,263].  

Porównując całkowite wydzielanie CO2 przez wzbogacone glukozą próbki gleby 
moŜna zauwaŜyć analogię do zmian aktywności dehydrogenaz (patrz rys. 22). Sil-
niejsza aktywacja dehydrogenaz była obserwowana w tych glebach, które bez glu-
kozy wykazywały niŜszy poziom aktywności. Podobna sytuacja wystąpiła w przy-
padku indukowanego wydzielania CO2, zwłaszcza tuŜ po rozpoczęciu inkubacji. 
Bezpośredni wpływ ścieków na wydzielanie CO2, wyraŜony w stosunku do zmian 
wywołanych wodą destylowaną był wówczas większy w glebie 1C niŜ w glebie 1A 
(respiracja 1CŚc wyŜsza o 40% od 1CW; 1AŚc = 1AW) oraz w glebie 2A niŜ 2C 
(respiracja 2AŚc istotnie wyŜsza o 90% od 2AW; 2CŚc = 2CW). Początkowe wy-
dzielanie CO2 w glebie porośniętej trawami (nr 6) było wyŜsze w próbkach zalanych 
ściekami – zarówno w wariancie 6AŚc jak i 6CŚc, odpowiednio o 76% i 43% 
(rys. 30, górny wykres). Ta dodatkowa stymulacja oddychania substancjami dostar-
czonymi ze ściekami (plus oddychanie komórek zymogennych) nie miała trwałego 
charakteru i obniŜyła się po upływie trzech dni, zmieniając się juŜ nieistotnie w za-
kresie od 0 do 12% CO2 wydzielonego w glebie zalewanej wodą.  

Ilość CO2 wydzielonego w wyniku mineralizacji netto glukozy (róŜnica po-
między skumulowanym C-CO2 w ciągu 12-dniowej inkubacji z dodatkiem gluko-
zy i bez dodatku) stanowiła średnio 38% dodanego C-glukozy (w wariantach 
o wilgotności kontrolnej, zalanych wodą i ściekami odpowiednio 42, 35 i 36%). 
Stenger i in. [263] obserwowali nieco wyŜsze wykorzystanie dodanej glukozy 
(49-56%) w glebach mineralnych. W przypadku badanych gleb organicznych 
wskaźnik wykorzystania glukozy był nieco wyŜszy w utworze mineralno-
murszowym (39%, gleba porośnięta trawami nr 6) niŜ w glebach torfowo-
murszowych (średnio 37,3% dla gleby porośnięta topolą nr 1 i wierzbą nr 2). 
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Rys. 30. Bezpośredni wpływ ścieków na wydzielanie CO2 (górny wykres) i pobór O2 (dolny wy-
kres) w próbkach badanych gleb  po 1 dniu (1d) i 12 dniach (12 d) inkubacji w obecności glukozy, 
6 mg·g–1 (procent zmian obserwowanych w próbkach zalanych wodą destylowaną) 
Fig. 30. Effect of wastewater on CO2 emission (upper graph) and O2 uptake (lower graph) after 1 day 
(1d) and 12 days (12 d) of incubation with glucose, 6 mg g–1 (percent of distilled water–variants) 

4.3.2.2.3. Pobranie O2  

Pobór tlenu przez próbki glebowe wzbogacone glukozą był istotnie wyŜszy w tych 
glebach, które poprzednio nawadniane były ściekami (C > A, P < 0,001), (rys. 31).  

Podobnie do oddychania podstawowego (bez wzbogacenia), róŜnica pomię-
dzy pobraniem O2 w obecności ścieków i wody była nieistotna. Zapotrzebowanie 
na tlen odzwierciedlało wydzielanie CO2, przedstawione poprzednio na rysunku 
29. Większe róŜnice pomiędzy wariantami obserwowano w próbkach gleby poro-
śniętej topolą (nr 1) i trawami (nr 6) niŜ w glebie porośniętej wierzbą (nr 2). We 
wczesnej fazie inkubacji najintensywniejszy pobór tlenu wykazywały próbki gleb 
uprzednio nawadnianych ściekami w wariancie o wilgotności kontrolnej (CK). 
Największe opóźnienie poboru O2 zanotowano w próbkach zalanych wodą gleby 
porośniętej trawami pobranej z pola kontrolnego (nr 6A), (rys. 31, małe wykresy).  
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Rys. 31. Zmiany stęŜenia tlenu nad powierzchnią próbek glebowych (inkubacja z glukozą, 6 mg·g–1). 
Małe wykresy – szybkość poboru O2. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 31. Changes in oxygen concentration over time in the soil headspace (incubation with glucose, 
6 mg g–1). Inserts – O2 uptake rate. Explanation as in Fig. 20 

Intensywny metabolizm gleby wzbogaconej glukozą spowodował szczególnie 
szybkie wyczerpanie tlenu w próbkach CK. W ciągu 3 dni inkubacji stwierdzono 
ubytek 17,3-19,5% (v/v) O2, odpowiadający 2,9-4,2 cm3 O2·g

–1 s.m. gleby. NiŜszy, 
ale w miarę stały poziom aktywności w próbkach zalanych wodą lub ściekami 
gleby z pól kontrolnych (A) doprowadził do pobrania w ciągu 12 dni od 12,8% aŜ 
do 19,4% (v/v) O2 (2,04-4,02 cm3·g–1).  
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W początkowej fazie inkubacji próbek gleby torfowo-murszowej porośniętej topo-
lą (nr 1) i wierzbą (nr 2) zalanych ściekami pobranie tlenu było nawet 2-krotnie wyŜ-
sze niŜ w próbkach zalanych wodą. Dotyczyło to jednak tylko materiału pobranego 
z pól kontrolnych, które nie były zalewane ściekami (A). W przypadku próbek gleb 
systematycznie nawadnianych ściekami (C), pobór tlenu w obecności ścieków był 
zbliŜony do poziomu obserwowanego w zawiesinie wodnej (rys. 30, dolny wykres). 

Próbki ścieków, inkubowane z dodatkiem glukozy (6 mg·cm–3 ścieków) wy-
kazywały początkowo słabszy metabolizm w porównaniu do próbki gleby zalanej 
ściekami (patrz rys. 25, prawy wykres), lecz po kilku dniach inkubacji ilość CO2 
wydzielonego przez same ścieki była wyŜsza o ok. 30% od CO2 nagromadzonego 
w próbkach glebowych. 

4.3.2.3. Relacje pomiędzy aktywnością dehydrogenaz i oddychaniem 

Procesy oddechowe mikroorganizmów obecnych w glebie determinowane są 
w ogromnym stopniu przez stan jej natlenienia. W glebie o umiarkowanej porowa-
tości powietrznej moŜliwa jest aktywność nawet beztlenowców obligatoryjnych 
(zlokalizowana w zamkniętych przestrzeniach lub wewnątrz agregatów glebowych 
– bakterie chętnie kolonizują pory o średnicy 1,2-9 µm), natomiast w glebie długo-
trwale zalanej przemiany biochemiczne zachodzące z udziałem tlenu moŜliwe są 
tylko na granicy fazy stałej i ciekłej, limitowane ograniczoną dyfuzją O2 przez war-
stwę wody [101,120,133,233,271]. Dopóki w glebie dostepny jest tlen, dominują 
procesy przebiegające z jego udziałem.  

ZaleŜność pomiędzy aktywnością respiracyjną i dehydrogenazową mikroorga-
nizmów glebowych nie została jednoznacznie określona w trakcie prowadzonych 
badań. Szybkość wydzielania CO2 w funkcji aktualnej wartości DHA w trakcie 
4-tygodniowej inkubacji bez dodatkowego substratu, przedstawiono na rysunku 32. 
Punkty maksymalnej respiracji zaznaczono na rysunku strzałkami. Wykresy doty-
czą kolejno wariantów K, W i Śc gleb A i C. Aktywność respiracyjna próbek kon-
trolnych (A) była istotnie zaleŜna od aktualnej czynności dehydrogenaz w kaŜdym 
wariancie doświadczenia (AK, AW, AŚc). Natomiast gleba, która na polu stykała 
się systematycznie ze ściekami (C) nie wykazywała zaleŜności istotnej w wariancie 
z wodą. Interesujące jest przesunięcie punktu maksymalnej szybkości respiracji 
i odpowiadającej mu wartości DHA (tab. 13). W kaŜdym układzie (K, W, Śc) gleba 
zalewana przez 4 lata ściekami (C) wykazywała wyŜszą maksymalną aktywność 
respiracyjną niŜ gleba kontrolna (A) oraz uzyskiwała maksymalną szybkość respi-
racji przy niŜszej aktywności dehydrogenaz. Na przykład, w trakcie inkubacji pró-
bek o wilgotności sprzyjającej metabolizmowi tlenowemu (K), respirację maksy-
malną gleby AK (Respmax = 1,66 mg·kg–1·h–1) zaobserwowano przy czynności de-
hydrogenaz DHAResp = 0,76 nmol·g–1·min–1.  
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Rys. 32. Szybkość oddychania w funkcji aktywności dehydrogenaz (pojedyncze wyniki z 29-dnio-
wej inkubacji bez glukozy próbek glebowych) 
Fig. 32. Respiration rate versus soil dehydrogenase activity (results of 29-day soil samples incuba-
tion without glucose) 

W takich samych warunkach wodno-powietrznych gleba CK uzyskała szybkość 
respiracji wyŜszą o 20% przy aktywności DHA niŜszej o 20%. Próbki AŚc wyka-
zywały wyŜszą maksymalną respirację niŜ próbki AK przy tym samym poziomie 
dehydrogenaz (Respmax = 2,02 mg·kg–1·h–1; DHAResp = 0,75 nmol·g–1·min–1), a gleba 
CŚc uzyskała maksymalną szybkość respiracji (wyŜszą o 30% od próbek AŚc) przy 
niŜszym o 40% natęŜeniu wewnątrzkomórkowych przemian redoks (DHA).  
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Tabela 13. Maksymalna szybkość respiracji (Respmax) i odpowiadająca jej aktywność dehydrogenaz 
(DHAResp) w trakcie 29-dniowej inkubacji bez glukozy. Wyniki prezentowane na rysunku 32 
Tabela 13. Maximal respiration rate (Respmax) and the actual dehydrogenase activity (DHAResp). 
Results of 29-day incubation without glucose. See Fig. 32 

DHAResp Respmax Wariant 
Variant nmol TPF·g–1·min–1 mg C-CO2·kg–1·h–1 

AK 0,76 1,66 
CK 0,61 1,96 

AW 0,70 1,59 
CW 0,52 1,71 

AŚc 0,75 2,02 
CŚc 0,44 2,61 

   
Wszystkie wymienione maksima respiracji stwierdzono w porośniętej topolą gle-

bie zalewanej ściekami (nr 1C), w której czynność dehydrogenaz była obniŜona 
w stosunku do gleby kontrolnej (nr 1A). Wskazanym wydawało się sprawdzić, czy 
wzmoŜone wydzielanie CO2 i jednocześnie obniŜona aktywność dehydrogenaz nie 
wynikają z osłabienia funkcji Ŝyciowych drobnoustrojów, czyli czy nie następuje 
przesunięcie ‘wydatku’ energii uwalnianej w czasie respiracji z rozwoju (growth 
requirement) na konieczność utrzymania komórek przy Ŝyciu (maintenance) 
[6,9,215]. W tym celu poddano analizie dynamikę biomasy drobnoustrojów.  

4.3.3. Biomasa drobnoustrojów  

Biomasa drobnoustrojów (Cmic) stanowi istotny wkład do całkowitej puli gle-
bowej materii organicznej. Odpowiada ona za przekształcenia i utrzymanie skład-
ników pokarmowych gleby, stanowi źródło podstawowych pierwiastków biogen-
nych i węgla, jest wraŜliwa na zmiany środowiska chemicznego i fizycznego gle-
by [21,162]. Metoda SIR (tzw. fizjologiczna metoda oznaczania biomasy) pozwa-
la na określenie ilości Cmic aktualnie utrzymanej w komórkach aktywnych meta-
bolicznie, poniewaŜ opiera się na początkowej reakcji komórek aktywnie katabo-
lizujących dodany substrat [6,8].  

Ze względu na wyczerpanie dostępnego substratu, zawartość biomasy moŜe 
obniŜać się w trakcie inkubacji gleby bez wzbogacenia [169]. Jednak drobnoustroje 
zaadaptowane do wykorzystania natywnej materii organicznej bez większej straty 
biomasy mogą przetrwać okres niedoboru substratu, gdyŜ po wyczerpaniu łatwej do 
rozkładu materii organicznej wykorzystują frakcje trudniej dostępne lub tworzą 
struktury przetrwalnikowe. W omawianym doświadczeniu obserwowano wzrost 
biomasy przez ok. 9 dni, następnie prawie stały poziom przez kolejne 3 tygodnie 
(rys. 33). Gleba porośnięta wierzbą (nr 2) oraz gleba porośnięta trawami (nr 6) wy-
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kazywały istotnie wyŜsze wartości biomasy drobnoustrojów w próbkach pobranych 
z poletek poddawanych 4-letnim zalewom ściekami (C), natomiast gleba porośnięta 
topolą (nr 1) – w materiale z pola kontrolnego (A), (P < 0,001). Podobną tendencję 
obserwowano w przypadku omawianej wcześniej aktywności dehydrogenaz. RóŜ-
nica pomiędzy biomasą drobnoustrojów w obecności ścieków i wody (w kontakcie 
bezpośrednim w trakcie 12-dniowej inkubacji) była nieistotna.  

 
Rys. 33. Zmiany biomasy drobnoustrojów (Cmic) w czasie inkubacji bez glukozy. Objaśnienia – rys. 20 
Fig. 33. Changes in microbial biomass (Cmic) during incubation without glucose. Explanation – Fig. 20 
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W początkowym okresie inkubacji we wszystkich próbkach o niŜszej wilgotności 
(AK i CK) zanotowano niewielkie, 2-12%, przejściowe obniŜenie zawartości Cmic, 
następnie dobowe fluktuacje nie przekraczały 150 µg Cmic·g

–1·dzień–1. Zawartość bio-
masy drobnoustrojów była stosunkowo wysoka (1-3 mg Cmic·g

–1). Podobne wartości, 
nawet do 11,1 mg·g–1 obserwowali równieŜ inni autorzy [129,170,174,202,238,260].  

Rysunek 34 przedstawia relacje pomiędzy aktywnością dehydrogenaz i oddycha-
niem gleby oraz aktualną biomasą drobnoustrojów. 

 

Rys. 34. Relacje pomiędzy aktywnością dehydrogenaz (DHA), szybkością wydzielania CO2 i poboru O2 
(górny, środkowy i dolny wykres) i aktualną zawartością biomasy (pojedyncze wyniki z 29-dniowej 
inkubacji bez glukozy) 
Fig. 34. Dehydrogenase activity (DHA), CO2 evolution rate and O2 uptake rate (upper, middle and lower 
graph, respectively) versus actual soil biomass during 29-day incubation of soil samples without glucose 
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Ze względu na duŜe róŜnice w wartościach Cmic pomiędzy glebami A i C, 
szczególnie w glebie porośniętej wierzbą (nr 2), przeprowadzono następnie do-
kładniejsze analizy tych zaleŜności, osobno dla próbek reprezentujących oba spo-
soby nawadniania gleb. ZaleŜność aktualnej aktywności dehydrogenaz od aktual-
nej zawartości biomasy była podobna we wszystkich glebach oprócz gleby kon-
trolnej porośniętej topolą (nr 1A), (rys. 35). 

 
Rys. 35. Aktywność dehydrogenaz (DHA) w funkcji aktualnej zawartości biomasy podczas 
29-dniowej inkubacji bez glukozy 
Fig. 35. Dehydrogenase activity (DHA) versus actual soil biomass during 29-day incubation 
without glucose 
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Kilkuletnie zabiegi nawadniania ściekami nie zmieniły więc tej relacji w glebie 
porośniętej wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6), choć zmianie uległa zawartość biomasy 
(istotne podwyŜszenie pod wpływem ścieków). W przypadku porośniętej topolą gleby 
zalewanej ściekami (nr 1C), o biomasie obniŜonej w stosunku do gleby kontrolnej 
(nr 1A), relacja DHA do aktualnej wartości Cmic pozostała analogiczna do relacji w po-
zostałych glebach. Malejący charakter zaleŜności – rezultat obniŜania DHA i przyrostu 
biomasy w czasie inkubacji – mógł być efektem adaptacji drobnoustrojów do zaistnia-
łych warunków i osiągnięcia swoistej równowagi, pozwalającej na obniŜenie tempa 
procesów katabolicznych (mierzonych aktywnością dehydrogenaz) wymaganych dla 
przyrostu populacji (mierzonego zawartością biomasy). Przedstawienie powyŜszych 
zaleŜności względem średnich wartości Cmic dla poszczególnych wariantów doświad-
czalnych wskazuje, Ŝe gleba o wyŜszej biomasie prezentowała średnio wyŜszą aktyw-
ność dehydrogenaz, szybkość respiracji, kumulację CO2 (ΣCO2) i pobranie O2 niŜ 
gleba o biomasie niŜszej (rys. 36), podobnie jak w innych glebach [12,98].  

 
Rys. 36. Wybrane wskaźniki aktywności biologicznej w funkcji średniej wartości biomasy (Cmic). 
DHA i szybkość respiracji – średnie z 12-dniowej inkubacji bez glukozy; wydzielanie CO2 i pobór 
O2 – wartości dla 12 dnia inkubacji bez glukozy. Równania regresji dotyczą wszystkich danych  
Fig. 36. Soil biological activity (without glucose) versus mean soil biomass (Cmic). DHA and respi-
ration rate – means for 12-day incubation; CO2 emission and O2 uptake – values for 12th day 
of incubation. Regression for all data 
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4.3.4.  Relacje pomiędzy Corg, Cmic i innymi właściwościami biologicznymi gleby  

Omawiane w poprzednich rozdziałach procesy respiracji, efekt aktywności drob-
noustrojów heterotroficznych, w duŜej mierze determinowane są obecnością dostęp-
nego źródła węgla. Zmiany ilościowe i jakościowe zachodzące w materii organicznej 
gleby są powolne, a zabiegi takie jak nawoŜenie czy sposób uprawy wpływają głów-
nie na frakcje rozkładalne. Zatem biomasa drobnoustrojów oraz stosunek Cmic/Corg są 
uŜytecznymi wskaźnikami pozwalającymi na opisanie zachodzących w glebie prze-
kształceń substancji organicznej. Wzrasta teŜ zainteresowanie tymi parametrami ak-
tywności biologicznej gleby jako wskaźnikami stresu ekologicznego [21,198,294]. 

PoniŜej przedstawiono analizę relacji pomiędzy zawartością węgla organicz-
nego, i węgla biomasy mikroorganizmów oraz innymi właściwościami biologicz-
nymi w glebach kontrolnych i poddawanych 4-letnim zalewom ściekami.  

4.3.4.1. Relacje pomiędzy Corg i aktywnością biologiczną gleb 

Przedstawienie ilości CO2 uwolnionego w czasie 12-dniowej inkubacji w funkcji 
Corg dla próbek reprezentujących wszystkie warianty badanych gleb wykazuje, Ŝe wy-
dzielanie CO2 zwiększało się wraz ze wzrostem zawartości węgla natywnego nie tylko 
podczas inkubacji próbek bez wzbogacenia glukozą, ale teŜ w próbkach z jej dodat-
kiem (rys. 37, lewy wykres). Ilość węgla organicznego naturalnie występującego 
w glebie determinowała więc teŜ mineralizację netto glukozy (rys. 37, prawy wykres). 

 
Rys. 37. Wydzielanie CO2 przez próbki reprezentujące wszystkie warianty badanych gleb w funkcji 
Corg. Lewy wykres – kumulacja CO2 (ΣCO2) w czasie 12-dniowej inkubacji z glukozą (● +glc) 
oraz oparta na metabolizmie węgla natywnego (○ nat). Prawy wykres – mineralizacja netto glukozy 
(glcCO2), rysunek wstawiony – proste dla gleb A i C. Równania regresji – tabela 14 
Fig. 37. CO2 emission after 12-day incubation of all soil variants versus Corg. Left graph – respiration 
in the presence of glucose (● +glc) and basal respiration (ΣCO2, ○ nat). Right graph – net glucose 
mineralization (glcCO2). Insertion – straight lines for soils A and C. Regression analysis – in Table 14  
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Gleba porośnięta topolą pobrana z pola zalewanego ściekami (nr 1C) o najwyŜ-
szej zawartości Corg (224 mg C·g–1) wykorzystywała dodaną glukozę najefektywniej 
(rys. 38). Warto przypomnieć, Ŝe gleba ta wykazywała niŜszą aktywność dehydro-
genaz niŜ gleba kontrolna (1A > 1C). Szczególnie silna stymulacja respiracji po 
dodaniu łatwego do wykorzystania cukru wskazuje na zachowanie Ŝywotności 
drobnoustrojów intensywnie metabolizujących w obecności dodanej glukozy.  

 
Rys. 38. Mineralizacja netto glukozy (glcCO2) w wyniku 12-dniowej inkubacji próbek glebowych 
Fig. 38. Net glucose mineralization (glcCO2) after 12-day soil samples incubation  

Przeprowadzone obserwacje mogą równieŜ sugerować niską dostępność wę-
gla organicznego zawartego w glebie porośniętej topolą w trakcie zalewów ście-
kami (nr 1C). Systematyczne zalewy ściekami gleby w układzie ze słabo rosnącą 
topolą (nr 1C) prowadziło do utrzymywania podwyŜszonego uwilgotnienia i niŜ-
szych zakresów Eh (patrz rys. 2 i 7), niŜ w glebie w układzie z dobrze rozwijającą 
się i transpirującą wierzbą (nr 2C). ObniŜenie aktywności dehydrogenaz w glebie 
porośniętej topolą i zalewanej ściekami (nr 1C) w porównaniu do gleby kontrol-
nej (nr 1A) obserwowane juŜ w trakcie doświadczenia polowego, a takŜe utrzy-
manie tej tendencji w warunkach laboratoryjnych, nie wynikały zatem z bez-
pośredniego hamowania aktywności enzymów przez ścieki, lecz z osłabienia pro-
cesów biologicznych wskutek zmiany dostępności Corg zawartego w glebie. 
W czasie utleniania substratów naturalnie dostępnych biomasa drobnoustrojów 
była wyŜsza i bardziej aktywna w porośniętej topolą glebie bez nawodnień ście-
kami (nr 1A) oraz porośniętej wierzbą glebie zalewanej ściekami (nr 2C). Jednak 
wprowadzenie glukozy silniej stymulowało aktywność w porośniętej topolą gle-
bie zalewanej ściekami (nr 1C) i w porośniętej wierzbą glebie z pola kontrolnego 
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(nr 2A), a więc stymulacja substratem węglowym była silniejsza w glebach mniej 
aktywnych bez dodatku glukozy. Zasada ta dotyczyła biomasy i aktywności de-
hydrogenaz, lecz nie respiracji podstawowej (basal respiration). Oddychanie 
podstawowe we wszystkich glebach było wyŜsze po uprzednich nawodnieniach 
prowadzonych w doświadczeniu polowym (gleby C), (por. rys. 23). Zdolność 
intensywnego wykorzystania wprowadzonego cukru prostego wskazuje na za-
chowanie wysokich potencjalnych moŜliwości do przeprowadzania procesów 
metabolicznych przez drobnoustroje glebowe, mimo osłabienia tzw. aktywności 
aktualnej opartej na wykorzystaniu substratu organicznego dostępnego w glebie. 

 

Rys. 39. Wpływ sposobu nawadniania trzech gleb organicznych (A i C, górny wykres) oraz wa-
runków inkubacji (K, W, Śc, dolny wykres) na zaleŜność pomiędzy ilością wydzielonego CO2 
(ΣCO2) po 12-dniowej inkubacji próbek z glukozą i Corg. Równania regresji – tabela 14  
Fig. 39. Effect of irrigation system (A and C, upper graph) and incubation conditions (K, W, Śc, 
lower graph) on CO2 emission after 12-day incubation with glucose versus soil Corg. Regression 
analysis in the Table 14 
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Wpływ sposobu nawadniania badanych gleb organicznych oraz warunków 
12-dniowej inkubacji z glukozą na relację pomiędzy mineralizacją dostępnego 
węgla (natywnego plus dodana glukoza) i Corg ilustruje rysunek 39. Poprzednio 
stosowany system nawodnień silniej zmieniał zaleŜność mineralizacji glukozy 
od zawartości Corg, niŜ warunki inkubacji. Wielkość respiracji indukowanej do-
datkiem glukozy w układzie rozróŜniającym aktualne warunki inkubacji (warian-
ty K, W, Śc) potwierdza wcześniejsze obserwacje, Ŝe warunki wodno-powietrzne 
silnie determinują aktywność drobnoustrojów (rys. 39, dolny wykres).  

Najwięcej CO2 wydzieliły próbki o niŜszym uwilgotnieniu odpowiadającym 
ok. 60% pełnej pojemności wodnej. Najmniej – próbki zalane wodą destylowaną. 
WyŜsza emisja CO2 w obecności ścieków niŜ wody (średnio o 6%) oraz prawie 
równoległe proste dla obydwu wariantów próbek zalanych wodą (W) i ściekami 
(Śc) wskazują na brak wpływu ścieków na tę relację. Dla kaŜdego zastosowanego 
wariantu zaleŜność emisji CO2 od zawartości Corg pozostawała istotna. Równania 
opisujące powyŜsze relacje zestawiono w tabeli 14. 

Tabela 14. Równania regresji dla zaleŜności pomiędzy ilością wydzielonego CO2 w ciągu 12-dniowej 
inkubacji i Corg. Wyniki prezentowane na rysunkach 37 i 39  
Table 14. Linear regression between cumulative CO2 evolution (12-day) and Corg. See Figs. 37 and 39 

Badając reakcję drobnoustrojów glebowych na stan natlenienia, Picek i in. 
[228] zmieniali warunki inkubacji z tlenowych na beztlenowe, regulując odpo-
wiednio przepływ powietrza i N2 w trakcie 48-godzinnej inkubacji trzech gleb 

Warunki inkubacji gleby  
Incubation conditions 

Równania  
Equations 

R2 

Inkubacja bez glukozy – Incubation without glucose 

– wszystkie warianty (all variants) y=0,001x+0,093 

 

0,33* 

Inkubacja z glukozą – Incubation with glucose 

– wszystkie warianty (all variants) y=0,006x+0,091 

 

0,66***  

– A y=0,004x+1,04 0,63**  

– C y=0,006x+0,848 0,65**  

– K y=0,006x+1,01 0,87**  

– W y=0,006x+0,779 0,71* 

– Śc y=0,006x+0,941 0,77**  

Mineralizacja netto glukozy – Net glucose mineralization  

– wszystkie warianty (all variants) y=0,005x+0,819 

 

0,65***  

– A y=0,004x+0,91 0,58* 

– C y=0,005x+0,76 0,66**  
*,**  , ***  – istotne przy – significant at P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001 
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mineralnych (Cambisol, wilgotność odpowiadająca 60% WHC). Autorzy obser-
wowali średnio o 60% obniŜenie ilości utlenionej glukozy oraz 10-krotnie niŜsze 
wydzielanie CO2 niŜ przy ciągłym natlenieniu. W warunkach prowadzonego 
przez autorkę doświadczenia, nagromadzenie CO2 w ciągu 12 dni inkubacji 
z glukozą było średnio o 15% i 10% niŜsze w próbkach zalanych, odpowiednio 
wodą (W) i ściekami (Śc), niŜ w próbkach o uwilgotnieniu kontrolnym (K). Do-
świadczenia te potwierdzają silne uzaleŜnienie sposobu wykorzystania łatwo do-
stępnej glukozy od warunków tlenowych gleby.  

Aktywność dehydrogenaz istotnie korelowała z Corg (rys. 40), przy czym gle-
ba porośnięta topolą pobrana z pola kontrolnego (nr 1A) o średniej zawartości 
węgla organicznego wykazywała, w porównanoiu do pozostałych gleb, szczegól-
nie wysoką aktywność dehydrogenaz.  

 
Rys. 40. Wybrane wskaźniki aktywności biologicznej w funkcji zawartości węgla organicznego, 
Corg (wartości średnie z 12-dniowej inkubacji bez glukozy dla poszczególnych gleb A i C)  
Fig. 40. Sol biological activity versus organic C content (average values for 12-day incubation 
of soils A and C without glucose) 
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ZaleŜności pomiędzy biomasą drobnoustrojów (Cmic), procentem zmineralizo-
wanego Corg i ilością pobranego tlenu od zawartości Corg pozostawały nieistotne. 
W czasie 12-dniowej inkubacji próbek, mineralizacji do CO2 uległo 0,08-0,19% 
obecnego Corg, przy czym najwięcej w glebie mineralno-murszowej porośniętej 
trawami (nr 6). W podobnych warunkach inkubacji gleb mineralnych (Typic Torri-
fluvents) o zawartości Corg od 0,5% do 2,99%, McLain i Martens [194] obserwowa-
li mineralizację węgla natywnego odpowiednio od 4,1 do 0,44%. 

4.3.4.2. Wartości wskaźnika dostępności węgla (Cmic/Corg) 

Wskaźnik Cmic/Corg informuje jaka część węgla organicznego gleby zawarta jest 
w biomasie mikroorganizmów glebowych. Wielkość ta moŜe być traktowana jako 
wskaźnik dostępności węgla dla mikroorganizmów. Węgiel biomasy mikroorgani-
zmów reprezentuje od 0,5 do 4% Corg [8,129,171,294]. W glebach mineralnych 
o niŜszej zawartości materii organicznej, wskaźnik Cmic/Corg moŜe dochodzić do 
8%, choć niektórzy obserwowali wartości niŜsze, nawet 0,4% [13,96,234]. Czynni-
ki toksyczne, np. długotrwałe zanieczyszczenie metalami i toksycznymi związkami 
organicznymi moŜe prowadzić do obniŜenia wartości tego wskaźnika [87,91]. 

Przedstawiona na rysunku 41 zaleŜność pomiędzy zmianą w czasie biomasy 
drobnoustrojów i aktualną wartością Cmic/Corg wskazuje na zasadnicze róŜnice 
występujące pomiędzy poszczególnymi glebami. Na wykresach zgrupowano dane 
dotyczące przyrostów biomasy pomiędzy wartością wyjściową (określoną w dniu 
zerowym doświadczenia), a 1, 12 i 29 dniem inkubacji, wobec wskaźnika 
Cmic/Corg, obliczonego odpowiednio dla tych danych. Wszystkie ujemne wartości 
∆Cmic (obniŜenie Cmic w stosunku do wartości wyjściowej) dotyczą próbek o wil-
gotności kontrolnej (wariant K) po pierwszym dniu inkubacji. Drobnoustroje 
rozwijające się w próbkach zalanych wodą lub ściekami nie wymagały takiego 
okresu adaptacji (patrz rys.33).  

Relacje widoczne na rysunku 41 potwierdzają przypuszczenia dotyczące przy-
czyn róŜnic obserwowanych pomiędzy poszczególnymi glebami. W glebie poro-
śniętej topolą (nr 1) dehydrogenazy były bardziej aktywne w próbkach pobieranych 
z poletka kontrolnego (nr 1A), zaś w glebie porośniętej wierzbą (nr 2) – z poletka 
nawadnianego ściekami (nr 2C). Jak wynika z danych przedstawionych na rysunku 
41, w tych bardziej aktywnych glebach substrat organiczny był łatwiej dostępny dla 
drobnoustrojów, za czym przemawiają wyŜsze wartości indeksu Cmic/Corg.  

Wartości Cmic/Corg były wyŜsze w glebie porośniętej trawami (nr 6, średnia 
Cmic/Corg 1,77%), niŜ w glebach torfowo-murszowych (porośniętej topolą nr 1 
i wierzbą nr 2). Obraz przedstawiony na rysunku 41 (dolny wykres) moŜe suge-
rować, Ŝe w przypadku gleby porośniętej trawami (nr 6) zdolność drobnoustrojów 
do wykorzystania węgla organicznego gleby do wbudowania go w biomasę zosta-
ła w mniejszym stopniu zmieniona, niŜ w glebach torfowo-murszowych.  
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Rys. 41. Zmiana biomasy (∆Cmic) w funkcji wskaźnika dostępności węgla (Cmic/Corg) w glebach 
organicznych róŜnie nawadnianych (A i C). Wyniki średnie z 1, 12 i 29 dnia inkubacji bez glukozy 
Fig. 41. The change in biomass (∆Cmic) versus index of C availability (Cmic-to-Corg ratio) in organic 
soils under different irrigation system (A or C). Results after 1st, 12th, and 29th days of incubations 
without glucose 
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NaleŜy jednak zauwaŜyć, Ŝe w glebie tej zmiany obserwowane w warunkach 
doświadczenia polowego były bliŜsze zmianom widocznym w glebie porośniętej 
topolą (nr 1, obniŜenie aktywności dehydrogenaz w glebie nawadnianej ściekami), 
zaś w warunkach laboratoryjnych – bliŜsze zmianom obserwowanym w glebie 
porośniętej wierzbą (nr 2, podwyŜszenie aktywności dehydrogenaz w glebie na-
wadnianej ściekami). Trzyletni okres trwający po zaprzestaniu nawodnień przyczy-
nił się więc do korzystnych zmian układu glebowego i podwyŜszenia aktywności 
biologicznej. Efekt ten widoczny był w doświadczeniu z monolitami (patrz tab. 8 
i tab. 9) i w doświadczeniu na próbkach glebowych (patrz rys. 20 i rys. 33). Prze-
kształcenia siedliska drobnoustrojów wynikające z zaprzestania zalewów mogły 
być więc w glebie mineralno-murszowej (nr 6) bardziej dynamiczne, niŜ w glebach 
torfowo-murszowych (nr 1 i nr 2), powodując szybszy „powrót” gleby porośniętej 
trawami (nr 6C) do sytuacji charakteryzującej glebę kontrolną (nr 6A). 

4.3.4.3. Relacje pomiędzy Cmic i wydzielaniem CO2 

NamnaŜanie drobnoustrojów w glebie wiąŜe się z wydatkiem energii. Komór-
ki heterotroficzne uzyskują energię utleniając związki organiczne – ilość wydzie-
lonego CO2 jest ogólnie przyjętą miarą natęŜenia procesów respiracyjnych (wyŜ-
sza respiracja to informacja o wyŜszej aktywności biologicznej gleby). Z drugiej 
strony, coraz częściej rozwaŜane jest zagadnienie kosztów, jakie muszą ponieść 
komórki drobnoustrojów dla utrzymania i rozwoju populacji. 

Rysunek 42 przedstawia wydzielanie CO2 (ilość kumulatywną, ΣCO2) w rela-
cji do obserwowanej zmiany biomasy po 1 dniu i po 12 dniach inkubacji bez do-
datku glukozy.  

Niskie wartości z początkowego okresu inkubacji (po 1 dniu) zostały otoczo-
ne ramką, a punkty poza ramką dotyczą 12 dnia inkubacji. Te same dane przed-
stawiono w układach pozwalających na porównanie relacji w róŜnych warunkach 
inkubacji (górny wykres) i przy róŜnym sposobie uŜytkowania – nawadniania 
gleby (dolny wykres). W przybliŜeniu moŜna przyjąć, Ŝe wykresy przedstawiają 
koszt (określony przez kumulację CO2) przyrostu biomasy, jaki poniosły rozwija-
jące się drobnoustroje po 1 dniu i po 12 dniach inkubacji.  

Przyjmując, Ŝe ilość wydzielonego CO2 dostarcza informacji o wydatku ponie-
sionym na rozwój populacji (tutaj w czasie 1 dnia i 12 dni inkubacji) naleŜy zauwa-
Ŝyć, Ŝe próbki zalane ściekami wymagały większego udziału procesów oddecho-
wych niŜ próbki zalane czystą wodą (górny rysunek). Prawdopodobne jest równieŜ, 
Ŝe zwiększona ilość wydzielonego CO2 wynikała z rozwoju młodych populacji 
wskutek dostarczenia wraz ze ściekami składników pokarmowych. Biomasa mi-
kroorganizmów gleby porośniętej wierzbą (nr 2) była istotnie wyŜsza w wariancie 
gleby zalanej ściekami (wariant Śc) niŜ wodą (wariant W), (patrz rys. 33). 
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Rys. 42. Wydzielanie CO2 (ΣCO2) po 1 i 12 dniach inkubacji bez glukozy, potrzebna do zmiany 
biomasy (∆Cmic). Wpływ sposobu nawadniania trzech gleb organicznych (A i C, górny wykres) oraz 
aktualnych warunków inkubacji (K, W, Śc, dolny wykres). W ramkach – dane po 1 dniu inkubacji.  
Fig. 42. Emission of CO2 (ΣCO2) after 1 and 12 days of incubation without glucose versus change 
in soil biomass (∆Cmic). Effect of irrigation system (A and C, upper graph) and the actual incuba-
tion conditions (K, W, Śc, lower graph). In the boxes – 1st day of incubation  

Przebieg prostych wyznaczonych dla gleb pobranych z poletek A i C (dolny 
wykres) był zbliŜony, choć moŜna by przypuszczać, Ŝe po przedłuŜeniu inkubacji 
ujawni się wyŜsze zapotrzebowanie gleby C na procesy oddechowe (konieczne 
dla utrzymania przyrostu biomasy, a wyraŜone kumulacją CO2). Punkty zazna-
czone strzałkami na rysunku 42 wskazujące na wysoką ilość nagromadzonego 
CO2 przy niskim namnoŜeniu drobnoustrojów, dotyczą gleby porośniętej topolą 
(nr 1C), w której Corg był słabiej dostępny.  
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4.3.4.4. Wartości współczynnika metabolicznego qCO2 

Przedstawione na rysunku 42 dane dotyczyły ilości CO2 towarzyszącej wzro-
stowi biomasy w czasie 1 dnia i 12 dni. Nieco inny wymiar ma wskaźnik qCO2 – 
współczynnik metaboliczny – traktowany jako miara kosztów utrzymania i roz-
woju drobnoustrojów w glebie [8]. Współczynnik qCO2 wyznaczany jest jako 
stosunek ilości CO2 wydzielonego w jednostce czasu (zazwyczaj w ciągu godzi-
ny, µg C-CO2·g

–1·h–1) do aktualnej zawartości biomasy (mg Cmic·g
–1) i wyraŜany 

w jednostkach µg C-CO2·(mg Cmic)
–1·h–1, lub mg C-CO2·(g Cmic)

–1·h–1. Wartości 
qCO2 zwykle występują w zakresie od 0,3 do 2,7 [129,238].  

W natlenionych warstwach profili gleb torfowych (przy większej dostępności 
substratu i wydajności metabolizmu tlenowego) obserwowano niŜsze wartości 
qCO2, niŜ w beztlenowych i mniej aktywnych warstwach głębszych. Notowano 
teŜ obniŜanie wartości tego współczynnika wraz ze wzrostem jakości substratu 
[21,33]. Według Anderson [8] wartość qCO2 > 2 dla gleby o odczynie obojętnym 
naleŜy traktować jako wartość krytyczną. 

Porównanie wartości qCO2 wyznaczonych dla poszczególnych wariantów do-
świadczenia ilustruje rysunek 43. W początkowym okresie inkubacji (1 dzień) wy-
raźnie wyŜsze qCO2 stwierdzono dla próbek 1CŚc i 2AŚc (czyli tych, które wyka-
zywały niŜsze aktywności DHA w doświadczeniu polowym), jednak w Ŝadnym 
okresie nie przekroczyły wspomnianej wielkości krytycznej. Po 12 dniach wartości 
uległy znacznemu obniŜeniu wskazując na stabilizację układu wraz z upływem 
czasu inkubacji. Zjawisko takie obserwowali równieŜ inni autorzy [6,55,174,239]. 

Porównując średnie wartości qCO2 dla próbek gleb porośniętych topolą, 
wierzbą i trawami róŜnie nawadnianych obserwowano oczekiwaną tendencję 
1A < 1C; 2A > 2C; 6A ~ 6C (rys. 44, górny wykres), odwrotną niŜ opisywaną 
wcześniej dla aktywności dehydrogenaz i biomasy. 

Współczynnik metaboliczny qCO2 określany jako specyficzna aktywność me-
taboliczna czy specyficzna respiracja biomasy jest coraz częściej stosowanym 
tzw. wskaźnikiem eko-fizjologicznym. PodwyŜszenie qCO2 informuje o moŜli-
wych zakłóceniach i stresie działającym w danym układzie, poniewaŜ wskazuje 
na zmniejszenie wydajności funkcjonalnej, tzn. niŜszej aktywności przy więk-
szym zuŜyciu energii [8,239]. Renella i in. [234] oraz Fliessbach i in. [87] obser-
wowali w glebach zanieczyszczonych metalami cięŜkimi i związkami organicz-
nymi – np. 2,4,6-trójnitro-toluenem wzrost wartości qCO2 nawet powyŜej 5. Ze 
względu na rzeczywiste powiązanie oddychania komórek z przemianami energe-
tycznymi [290] często zakłada się, Ŝe wskaźnik qCO2 odzwierciedla zapotrzebo-
wanie energetyczne na przetrwanie populacji (maintenance). Natomiast omawia-
ny poprzednio wskaźnik Cmic/Corg informuje o ilości węgla dostępnego dla wzro-
stu populacji (growth) [6]. Wykazano, Ŝe drobnoustroje gleby znajdującej się 
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w uprawie rotacyjnej są bardziej wydajne energetycznie (wykazują niŜsze qCO2 
i wyŜszy ułamek Cmic/Corg) niŜ te, które bytują w glebie znajdującej się długotrwa-
le w monokulturze [21,239]. 

 
Rys. 43. Wartości współczynników qCO2 [µg C-CO2·(mg Cmic)

–1·h–1] i qDHA [nmol TPF·(mg Cmic)
–1·h–1] 

po 1 i 12 dniach inkubacji próbek glebowych bez glukozy  
Fig. 43. Metabolic quotient (qCO2 [µg C-CO2 (mg Cmic)

–1 h–1]) and biomass specific activity qDHA 
[nmol TPF (mg Cmic)

–1 h–1] after 1 and 12 days of incubation of soil samples without glucose 
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Rys. 44. Współczynnik metaboliczny qCO2, wskaźnik aktywności specyficznej qDHA i wskaźnik 
dostępności węgla Cmic/Corg (odpowiednio górny, środkowy i dolny wykres) – wartości wyznaczo-
ne dla gleb róŜnie nawadnianych (A i C) po 1 i 12 dniach inkubacji bez glukozy  
Fig. 44. The metabolic quotient qCO2, biomass specific activity qDHA and Cmic-to-Corg ratio 
in soils under different irrigation system (A or C) after 1 and 12 days of incubation without glucose 
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Gleba porośnięta topolą (nr 1) wykazywała wyŜsze wartości qCO2 w wariancie 
nawadnianym ściekami (nr 1C), niŜ kontrolnym (nr 1A), co wskazuje na trudniejsze 
warunki siedliskowe dla drobnoustrojów w glebie zalewanej. Natomiast gleba po-
rośnięta wierzbą nawadniana ściekami (nr 2C) wykazywała niŜsze wartości współ-
czynnika qCO2, niŜ gleba kontrolna (nr 2A), co przemawia za poprawą warunków 
bytowania drobnoustrojów wskutek zalewów ściekami (rys. 44, górny wykres). 
Tendencję odwrotną wykazywał wskaźnik Cmic/Corg. W przypadku pola z udziałem 
topoli wskaźnik ten przyjmował wyŜsze wartości w glebie kontrolnej, niŜ nawad-
nianej ściekami (1A > 1C), lecz w glebie z udziałem wierzby niŜsze wartości 
w glebie kontrolnej, niŜ nawadnianej ściekami (2A < 2C), (rys. 44, środkowy wy-
kres). Zatem w glebie porośniętej topolą (nr 1) w wyniku nawodnień nastąpiło ob-
niŜenie dostępności substratu w porównaniu do kontroli, zaś w glebie porośniętej 
wierzbą (nr 2) dostępność substratu zwiększyła się. Jednocześnie wyraźny jest silny 
wpływ uprawy. Gleby torfowo-murszowe kontrolne (porośnięta topolą nr 1A 
i porośnięta wierzbą nr 2A) nawadniane tylko opadami atmosferycznymi wykazy-
wały duŜe róŜnice nie tylko w wartościach qCO2 i Cmic/Corg, ale teŜ w wartościach 
innych wskaźników biologicznych. Badania prowadzone przez innych autorów 
równieŜ wskazują na to, Ŝe wpływ rośliny porastającej glebę nie dotyczy jedynie 
strefy korzeniowej oraz obejmuje m.in. skład kwasów huminowych i fulwowych, 
frakcje Corg, pH, aktywność biologiczną i inne właściwości [148,289]. 

4.3.4.5. Wartości specyficznej aktywności biomasy drobnoustrojów qDHA 

Analogicznie do qCO2, wyznaczono wskaźnik qDHA (biomass specific ac-
tivity) [59]. Podobnie do współczynnika metabolicznego, wartości qDHA malały 
w czasie inkubacji (rys. 43). RóŜnica pomiędzy wartościami wskaźnika w mate-
riale kontrolnym (A) i nawadnianym ściekami (C) była najbardziej wyraźna 
w glebie pod uprawą wierzby (nr 2). Wartość qDHA była znacznie wyŜsza 
w  porośniętej wierzbą glebie kontrolnej (nr 2A), niŜ nawadnianej ściekami 
(nr 2C), szczególnie w początkowej fazie inkubacji (rys. 44 dolny wykres).  

Zakładając, Ŝe aktywność dehydrogenaz odzwierciedla nasilenie katabolizmu, 
moŜna wnioskować, Ŝe w stałych warunkach inkubacji natęŜenie wewnątrzko-
mórkowych procesów związanych z wytwarzaniem energii, a potrzebnych do 
utrzymania jednostki biomasy ulegało obniŜeniu w czasie. Konsekwentnie, war-
tości qDHA malały przy zwiększaniu biomasy oraz stosunku Cmic/Corg (rys. 45). 
Dla drugiej zaleŜności relacja pozostawała istotna i zbliŜona dla obydwu kombi-
nacji (kontrolnej A i nawadnianej ściekami C, P < 0,001), zwłaszcza w zakresie 
wysokich ilości substratu organicznego dostępnego dla mikroorganizmów 
(Cmic/Corg bliskie 2%).  
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Rys. 45. Aktywność specyficzna qDHA w funkcji biomasy Cmic (lewy wykres) i wskaźnika 
Cmic/Corg (prawy wykres). Wartości średnie wyjściowe i po 12 dniach inkubacji bez glukozy, wy-
znaczone dla gleb róŜnie nawadnianych (A i C); równania dla wszystkich danych 
Fig. 45. The biomass specific activity qDHA versus soil biomass Cmic (left) and Cmic/Corg ratio 
(right graph). Averages for soils under different irrigation system (A or C) – initial values and after 
12-day incubation withot glucose; equations for all experimental data 

Wyniki te zdają się potwierdzać przypuszczenia, Ŝe zmiany obserwowane 
w glebach nawadnianych ściekami wynikają z procesów związanych z dostępno-
ścią substratu, a nie z efektów niekorzystnych, hamujących w sposób bezpośredni 
aktywność biologiczną nawadnianych gleb. 

4.3.4.6. Wartości wskaźnika C:N 

Prowadząc badania na przestrzeni 34 lat, Mercik i in. [199] wykazali, Ŝe 
w glebach nawoŜonych N mineralnym i organicznym wzrasta ilość Corg, a jedno-
cześnie nie zmienia się znacząco stosunek C:N, czyli podobne jest tempo minera-
lizacji organicznych związków N i C. Nawadnianie ściekami moŜe być traktowa-
ne jako specyficzny sposób nawoŜenia ze względu na zawartość biogenów. 
W omawianych glebach, przy zabiegach stosowanych relatywnie krótko (4 lata), 
zmiana stosunku C:N silnie zaleŜała od uprawianej rośliny (patrz tab. 2). NajniŜ-
sze wartości C:N wykazywała gleba mineralno-murszowa porośnięta trawami 
(nr 6, 12,9 i 14,3, odpowiednio w kontroli nr 6A i glebie zalewanej ściekami 
nr 6C). Kontrolne gleby torfowo-murszowe charakteryzował podobny stosunek 
C:N, wynoszący 16,0 i 16,2 odpowiednio pod uprawą topoli (nr 1A) i wierzby 
(nr 2A). Pod wpływem nawodnień ściekami, wartość wskaźnika uległa silnemu 
podwyŜszeniu w glebie porośniętej topolą (nr 1C, do 19,0) oraz relatywnie nie-
wielkiemu podwyŜszeniu w glebie porośniętej wierzbą (nr 2C, do 17,1). Warto 
zaznaczyć, Ŝe właśnie w glebie porośniętej wierzbą (nr 2), gdzie róŜnica C:N 
pomiędzy wariantem kontrolnym (A) i nawadnianym ściekami (C) była niewiel-
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ka, zabiegi wpłynęły szczególnie korzystnie na zawartość biomasy drobnoustro-
jów i aktywność dehydrogenaz, wskazując na intensywny przebieg procesów 
biochemicznych. Natomiast w glebie torfowo-murszowej obsadzonej topolą, na-
wadnianie ściekami wywołało znaczne podwyŜszenie wskaźnika C:N, lecz istotne 
obniŜenie biomasy drobnoustrojów i aktywności dehydrogenaz.  

ZaleŜność pomiędzy ilością CO2 wydzielonego w czasie inkubacji i aktywnością 
dehydrogenaz a wartościami wskaźnika C:N w glebach kontrolnych i nawad-
nianych ściekami przedstawia rysunek 46. Wraz ze wzrostem wartości stosunku C:N 

 
Rys. 46. Wydzielanie CO2 (kumulacja w czasie 12-dniowej inkubacji bez glukozy, lewy wykres) 
oraz aktywność dehydrogenaz (średnie z 12-dniowej inkubacji, prawy wykres) w funkcji wskaźni-
ka C:N (proste wyznaczone dla wszystkich wariantów badanych gleb) 
Fig. 46. The CO2 emission (cumulation during 12-day incubation without glucose, left) and the de-
hydrogenase activity (mean values for 12-day incubation, right graph) versus C:N ratio (linear 
functions for all variants of tested soils) 

rosła respiracja (we wszystkich glebach wyŜsza w kombinacjach nawadnianych 
ściekami) oraz aktywność dehydrogenaz (wyŜsza w kombinacjach nawadnianych 
ściekami z wyjątkiem gleby porośniętej topolą nr 1C), P < 0,001.  

4.3.5. Aktywność metanotroficzna 

W ekosystemie gleby występują strefy tlenowe i beztlenowe. Bakterie meta-
nogenne aktywne są w głębszych, beztlenowych warstwach gleby, podczas gdy 
tlenowe bakterie metanotroficzne często okupują granice tych stref. Miejsca nie-
dotlenienia występują teŜ wewnątrz agregatów glebowych, nawet w materiale 
wierzchnich warstw. Badania wykazują, Ŝe 20-90% produkowanego metanu jest 
utleniane w glebie zanim osiągnie on atmosferę [130]. MoŜliwość utlenienia 
w wierzchnich warstwach metanu produkowanego na podmokłych torfowiskach 
ma więc duŜe znaczenie dla ograniczenia emisji CH4 do atmosfery [121]. 
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Aktywność metanotroficzna gleby wynika z naturalnej zdolności drobnoustrojów 
do wykorzystywania CH4, jako źródła węgla i energii. Proces obejmuje cztery główne 
etapy katalizowane kolejno przez monooksygenazę metanową, dehydrogenazę meta-
nolową, dehydrogenazę formaldehydową i dehydrogenazę mrówczanową [204]: 
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W glebie wyróŜnia się dwa typy bakterii metanotroficznych. Populacje wykazu-
jące wysokie powinowactwo do substratu posiadają zdolność do utleniania niewiel-
kich ilości CH4 < 12 ppm (nawet przy stęŜeniu bliskim atmosferycznemu). Szacuje 
się, Ŝe te drobnoustroje odpowiedzialne są za utlenienie ok. 10% CH4. Populacje 
metanotrofów obligatoryjnych natomiast wykazują relatywnie niskie powinowac-
two do substratu wymagając wyŜszego stęŜenia dla zainicjowania procesu. Obecne 
są one w środowiskach bliskich drobnoustrojom metanogennym [23,172,272].  

Kontynuując badania mające na celu określenie wpływu ścieków na procesy 
biologiczne, uwzględniono oznaczenia pozwalające na określenie ewentualnych 
zmian aktywności metanotroficznej badanych gleb. Przygotowano dwie serie pró-
bek w zakresie CH4 dostępnym dla metanotrofów obligatoryjnych, o wyjściowym 
stęŜeniu ok. 1,5% i 10% (v/v). Przebieg procesu utleniania metanu w poszczegól-
nych wariantach ilustruje rysunek 47. Utlenianie zachodziło szybciej w glebach 
poprzednio nawadnianych ściekami (C), wskazując na adaptację metanotrofów do 
okresowej migracji CH4 formowanego w niŜszych partiach profili.  

Metan dodany w mniejszej ilości został utleniony całkowicie we wszystkich przy-
padkach, najszybciej w glebie porośniętej topolą (nr 1). Początkowe opóźnienie proce-
su prawdopodobnie wynikało z konieczności namnoŜenia metanotrofów, osłabionych 
w okresie poprzedzającym kontakt z CH4  i/lub obecności związków azotu, zwłaszcza 
NH4

+, hamującego proces drogą inhibicji kompetycyjnej [35,115,127]. Najmniejsze 
róŜnice w intensywności wykorzystania CH4 pomiędzy wariantami doświadczalnymi 
stwierdzono w glebie porośniętej trawami (nr 6). Przy wyŜszym dodatku metanu 
w niektórych przypadkach utlenienie CH4 pozostało niepełne. PrzedłuŜenie inkubacji 
spowodowało wykorzystanie O2 do utlenienia CH4 oraz do innych szlaków oddecho-
wych, prawdopodobnie utrudniając dalszy proces. W próbkach gleby porośniętej topo-
lą (nr 1) i wierzbą (nr 2) przy uwilgotnieniu kontrolnym po 45 dniach pozostało tylko 
1,9-2,9% O2 v/v, a w kombinacjach zalanych nawet poniŜej 1,7% v/v.  

Zjawisko utleniania CH4 znane jest przede wszystkim jako proces tlenowy. 
W warunkach beztlenowych zachodzi m.in. w morskich osadach dennych i gle-
bach wysoce zasiarczonych [58,65,189]. Zahamowanie utleniania CH4 w później-
szych etapach inkubacji gleb wynikało prawdopodobnie z niedoboru tlenu. Bra-
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kiem O2 nie moŜna natomiast wyjaśnić wyraźnego opóźnienia rozpoczęcia proce-
su w niektórych próbkach o kontrolnym uwilgotnieniu. 

 
Rys. 47. Przebieg procesu utleniania metanu w próbkach reprezentujących zastosowane warianty 
doświadczalne badanych gleb. Wyjściowe stęŜenie dodanego CH4: ok. 1,5% (v/v) – lewa strona, 
oraz 10% (v/v) – prawa strona. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 47. Methane oxidation in soil samples representing experimental variants of tested soils. The 
initial CH4 concentration in soil headspace: about 1.5% (v/v) – left and 10% (v/v) – right graphs. 
Explanation as in Fig. 20 
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Utrudniona dyfuzja gazów wskutek zalania gleby była mniejszą barierą dla 
przebiegu utleniania CH4 niŜ pewne ograniczenia procesu w próbkach zawierają-
cych pory wypełnione powietrzem (ok. 60% WHC). Niektóre badania wskazują 
na duŜe znaczenie uwilgotnienia gleby – mimo tlenowego charakteru procesu 
(wbudowanie tlenu przez monooksygenazę metanową), dla róŜnych gleb mineral-
nych i organicznych obserwowano wyraźne maksima aktywności przy wilgotno-
ści od 20% nawet do 90% WHC [32,130,196].  

Proces utlenienia metanu opisywany jest prostym równaniem:  

OH2COO2CH 2224 +→+  (2) 

Zgodnie z nim stosunek molowy CH4:O2:CO2 wynosi 1:2:1. W rzeczywistości 
układ taki jest jednak rzadko obserwowany głównie dlatego, Ŝe produkty pośrednie 
szlaku ulegają asymilacji przez drobnoustroje [168]. Dostępne w literaturze infor-
macje wskazują na dosyć duŜe zróŜnicowanie ilości moli pobranego O2 i wydzie-
lonego CO2, przypadających na mol utlenionego CH4. W róŜnych glebach relacja 
CH4:O2:CO2 mieści się w zakresach 1:(0,2-1,8):(0,2-0,9) [50,123,272,302].  

W omawianym doświadczeniu nie zaobserwowano jednoznacznej zmiany sto-
sunku molowego wymienianych gazów spowodowanej warunkami inkubacji. Po-
równując ilość tlenu wykorzystanego w glebie porośniętej trawami (nr 6, gdzie 
obserwowano całkowite utlenienie przy obydwu dawkach CH4) moŜna przyjąć, Ŝe 
przebieg procesu był korzystniejszy przy wyŜszych stęŜeniach utlenianego metanu. 
Utlenienie przebiegało wówczas w stosunku molowym CH4:O2:CO2 jak 1:(0,72-
1,28):(0,03-0,63). Przy niŜszym dodatku metanu, na 1 mol utlenionego CH4, pobra-
nie O2 i wydzielenie CO2 mieściło się w zakresach jak 1:(0,94-1,62):(0,58-1,06).  

4.3.6. Emisja i sorpcja N2O  

Podtlenek azotu (tlenek azotu(I), N2O)) powstaje w wyniku mikrobiologicz-
nych przekształceń związków azotu, głównie denitryfikacji i nitryfikacji. Formo-
wany z działem heterotroficznych denitryfikatorów, N2O jest produktem pośred-
nim w szlaku oddychania azotanowego, związanego z wydzielaniem energii pod-
czas redukcji NO3

– przy obniŜonej dostępności O2. N2O wydzielany jest teŜ przez 
autotroficzne nitryfikatory jako produkt uboczny utleniania NH4

+. Innymi proce-
sami związanymi z wydzielaniem N2O są nitryfikacja heterotroficzna (przepro-
wadzana głównie przez grzyby przy niskim pH), biologiczne wiązanie N2 
i chemodenitryfikacja [16,140,194,197,305,308].  

Heterotroficzna denitryfikacja jest procesem silnie zaleŜnym od dostępu substra-
tu organicznego, warunków oksydoredukcyjnych, odczynu, stęŜenia azotanów(V) 
i obecności bakterii denitryfikacyjnych [15,16,72,90,126,197,249,300,301]. Obej-
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muje ona kilka etapów, katalizowanych przez odpowiednie reduktazy i jest przepro-
wadzana przez róŜne gatunki bakterii, głównie beztlenowce fakultatywne:  

NO3
–→ NO2

–→ NO→N2O→ N2 (3) 

Przy niskich stęŜeniach tlenu stosunek N2/N2O wzrasta, poniewaŜ O2 najsilniej 
hamuje aktywność reduktazy N2O. W obecności wyŜszych stęŜeń tlenu fakulta-
tywne denitryfikatory wykorzystują korzystniejszy energetycznie tlen i deni-
tryfikacja ustaje. Niektóre drobnoustroje mogą prawdopodobnie jednocześnie 
wykorzystywać tlen, azotany(V) i azotany(III), biorąc udział w tzw. „denitryfika-
cji tlenowej” nawet przy stosunkowo wysokiej zawartości tlenu [73,297]. 

Biorąc pod uwagę znaczną obecność azotanów w ściekach stosowanych do 
nawodnień, moŜliwość eliminacji ich nadmiaru przed przesiąknięciem do wód 
gruntowych jest bardzo istotna [19,152,268]. W warunkach siedliska naturalnego 
badane gleby organiczne nawadniane ściekami emitowały podtlenek azotu, osią-
gając maksymalną emisję ok. 60 mg N-N2O·m–2·h–1 [212]. StęŜenie N2O w powie-
trzu glebowym wzrastało wraz z głębokością profilu, dochodząc po nawodnieniu 
podwójną dawką ścieków do 208 ppm na głębokości 70 cm. StęŜenie N2O w po-
letkach kontrolnych nawadnianych tylko opadami atmosferycznymi na głębokości 
10 cm nie przekraczało 0,5 ppm, a na poletkach zalewanych podwójną dawką 
ścieków dochodziło od 17,5 do 196 ppm [269]. 

W warunkach omawianego doświadczenia modelowego, w trakcie inkubacji 
bez acetylenu (będącego inhibitorem ostatniego etapu denitryfikacji, czyli reduk-
cji N2O do N2), niewielkie ilości N2O, rzędu 5-10 mg·kg–1, zarejestrowano dopiero 
po 40 dniach w glebie porośniętej wierzbą, i to tylko w wariancie zalewanym 
ściekami (nr 2C, dane nie zostały przedstawione graficznie). Natomiast w czasie 
inkubacji z 2% (v/v) acetylenem, N2O pojawiał się we wszystkich wariantach 
próbek zalanych (wodą i ściekami), a w glebie porośniętej wierzbą (nr 2) – nie-
wielkie ilości równieŜ przy kontrolnym uwilgotnieniu próbek, po 60 dniach inku-
bacji (rys. 48). Zatem bez wprowadzenia acetylenu powstający N2O był reduko-
wany bezpośrednio do N2, co jest bardzo korzystne ze względów środowisko-
wych szczególnie w glebach nawadnianych ściekami. 

WyŜsze ilości N2O emitowane były w obecności ścieków, niŜ wody destylowa-
nej (Śc > W). BieŜące warunki inkubacji oraz poprzednie uŜytkowanie gleby miały 
istotne znaczenie dla tworzenia N2O. Obserwowano równieŜ róŜnicę pomiędzy 
testowanymi glebami. W porośniętej topolą glebie kontrolnej (nr 1A), która przeja-
wiała wyŜszą aktywność dehydrogenaz (aktywność biochemiczną silnie związaną 
z denitryfikacją [301,305]), jak równieŜ wyŜszą biomasę drobnoustrojów i wskaź-
nik Cmic/Corg, niŜ w glebie poprzednio nawadnianej ściekami, równieŜ emisja N2O 
osiągała wyŜsze wartości (1A > 1C, P < 0,05). Ilość N2O początkowo wzrastała 
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w podobny sposób w wariantach z wodą i ściekami, osiągając po 29 dniach w obe-
cności ścieków wartość 83 mg N-N2O·kg–1. W glebie porośniętej topolą poprzednio 
systematycznie zalewanej ściekami (nr 1C), największe ilości N2O stwierdzono 
w 15 i 17 dniu inkubacji (< 70 mg·kg–1).  

 
Rys. 48. Emisja i sorpcja N2O – krzywe kumulatywne. Inkubacja w obecności C2H2 (2% v/v), bez 
dodatku glukozy. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 48. N2O emission and sorption – cumulative curves. Incubation with C2H2 (2% v/v), without 
glucose. Explanation as in Fig. 20 
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W czasie inkubacji obserwowano zanikanie acetylenu, pełniącego prawdopo-
dobnie rolę źródła węgla i energii drobnoustrojów. W glebie porośniętej topolą 
i nawadnianej ściekami (nr 1C), C2H2 był uzupełniany w naczyniach począwszy 
od 12 dnia inkubacji aŜ do jej zakończenia. Natomiast w kontrolnych próbkach 
gleby porośniętej topolą (nr 1A) konieczność ponownego wprowadzenia C2H2 

wystąpiła później, dopiero 26 dnia inkubacji. Sorpcja biologiczna C2H2 notowana 
teŜ była przez innych autorów w glebie leśnej (Corg 11%) [141]. Wyniki prezen-
towane na rysunku 48 (górny wykres) przemawiają za tym, Ŝe w porośniętej topo-
lą glebie kontrolnej (nr 1A) proces denitryfikacji postępował przez 3 tygodnie 
kosztem substratu organicznego obecnego w glebie, a acetylen zaczął pełnić rolę 
źródła elektronów do tworzenia N2O dopiero po odpowiednim namnoŜeniu deni-
tryfikatorów i wystąpieniu deficytu substratów węglowych łatwiej dostępnych.  

Wielkość emisji N2O w pozostałych glebach (porośniętej wierzbą nr 2 i tra-
wami nr 6) zdaje się potwierdzać przypuszczenie większej dostępności węgla 
w materiale gleb systematycznie nawadnianych ściekami (C). W  porośniętej 
wierzbą glebie kontrolnej (nr 2A) najwyŜsze stęŜenie podtlenku azotu stwierdzo-
no 29 dnia inkubacji i następnie jego zanikanie, zaś w glebie porośniętej wierzbą, 
lecz zalewanej ściekami (nr 2C) denitryfikacja była kontynuowana do 66 dnia. 
Przy takiej samej ilości dostarczonych azotanów(V) wraz ze ściekami, fakt ten 
moŜe wskazywać na większą dostępność substratu węglowego dla denitryfikacji 
w porośniętej wierzbą glebie zalewanej ściekami (nr 2C).  

W glebach porośniętych wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6) ilość wytworzonego 
N2O była istotnie wyŜsza w próbkach pobranych z pól nawadnianych ściekami 
(C > A, P < 0,001). Zwraca uwagę znacznie niŜsza aktywność denitryfikacyjna 
gleby porośniętej trawami (nr 6). Odnosząc maksymalną ilość azotu przekształ-
conego w N2O (N-N2O) do wyjściowej zawartości azotanów(V) (N-NO3

–) moŜna 
zauwaŜyć, Ŝe gleby zalewane ściekami pod uprawą wierzby (nr 2C) i traw (nr 6C) 
wykorzystały azotany odpowiednio w 53% i 36%, czyli w nieco wyŜszym stopniu 
niŜ gleby kontrolne pod uprawą wierzby (nr 2A) i traw (nr 6A), odpowiednio 
49% i 30%. Odwrotna sytuacja wystąpiła w glebie porośniętej topolą (nr 1), gdzie 
większa część azotanów uległa redukcji do N2O w materiale kontrolnym (nr 1A), 
niŜ zalewanym ściekami (nr 1C), odpowiednio 96% i 87%. Wyliczenia te dotyczą 
próbek inkubowanych w zawiesinie z wodą destylowaną, informują więc o deni-
tryfikacji opartej na redukcji natywnych azotanów oraz inkubacji w obecności 
inhibitora reduktazy N2O. 

Zmiany aktywności denitryfikacyjnej w obecności glukozy dyskutowane będą 
w rozdziale 4.3.10.1. 
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4.3.7. Potencjał redoks i odczyn gleby 

Kontrola stanu oksydoredukcyjnego gleby w warunkach nawadniania ścieka-
mi jest istotna, poniewaŜ przekształcenia niektórych zanieczyszczeń (np. nadmia-
ru azotanów, metali cięŜkich, związków organicznych) regulowane są poziomem 
potencjału redoks [69]. 

Potencjał redoks Eh, wskaźnik stanu natlenienia gleby i intensywności proce-
sów oksydoredukcyjnych zachodzących w układzie, odzwierciedla skład che-
miczny roztworu glebowego a zatem związany jest z przekształceniami materiału 
glebowego katalizowanymi drogą biochemiczną [106,142,271,273]. 

4.3.7.1. Eh i pH gleby inkubowanej bez dodatku glukozy 

Warianty gleby zalanej wodą i ściekami przygotowane zostały w celu symu-
lacji nawodnień ściekami w polu z zamiarem obserwacji przemian biochemicz-
nych w warunkach beztlenowych przy zachowaniu moŜliwości odniesienia tych 
zmian do warunków tlenowych (wariant kontrolny, wilgotność 60% WHC). Jed-
nak w czasie inkubacji próbek glebowych bez dodanej glukozy procesy oksydo-
redukcyjne przebiegały bardzo spokojnie (rys. 49, lewa strona). RóŜnica pomię-
dzy wartościami początkowymi i końcowymi w poszczególnych wariantach 
w ciągu 12 dni inkubacji nie przekraczała 60 mV. Najsilniejsze obniŜenie warto-
ści Eh, jedynie o 11 mV, stwierdzono w glebie porośniętej trawami pobranej 
z pola kontrolnego (nr 6A). W kilku przypadkach obserwowano podwyŜszenie 
wartości Eh, nawet o 59 mV. PrzedłuŜenie czasu zalania próbek nie zmieniło 
w sposób zdecydowany stanu redoks gleby. Po 29 dniach wartość Eh wzrosła 
w glebach torfowo-murszowych średnio o 77 i 21 mV (odpowiednio w glebie 
porośniętej topolą nr 1 i wierzbą nr 2) oraz obniŜyła się o 38 mV w glebie mine-
ralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6). W Ŝadnym przypadku potencjał Eh 
nie był niŜszy od +400 mV. W odniesieniu do próbek o uwilgotnieniu kontrol-
nym, odpowiadającym 60% WHC, zalanie próbek wodą lub ściekami spowodo-
wało tylko nieznaczne obniŜenie Eh (tab. 15).  

Z uwagi na fakt, iŜ potencjalna redukcja gleby moŜliwa do zarejestrowania 
w wyniku zalania związana jest ze spadkiem Eh do wartości silnie ujemnych (po-
niŜej –200 mV), maksymalne obniŜenie potencjału o 35 mV obserwowane w od-
niesieniu do wariantu kontrolnego oraz do stanu wyjściowego gleby było bardzo 
niewielkie. 
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Rys. 49. Zmiany potencjału redoks (Eh) w próbkach glebowych inkubowanych bez dodatku gluko-
zy (lewa strona) oraz z dodatkiem glukozy (prawa strona). Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 49. Dynamics of redox potential (Eh) in soil samples incubated without glucose (left) or with 
glucose amendment (right). Explanation as in Fig. 20 
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Tabela 15. Wartości potencjału redoks (Eh) po 12 dniach inkubacji próbek glebowych bez glukozy 
(w nawiasach odchylenie standardowe) 
Table 15. Redox potential (Eh) after 12-day soil samples incubation without glucose (in brackets 
standard deviations) 

Eh(t12), (mV) Wariant doświadczenia 
Soil treatment Nr 1 Nr 2 Nr 6 

AK 453 (2)  538 (4) 481 (4) 
AW 421 (2) 524 (1) 489 (9) 
AŚc 433 (1) 526 (2) 479 (7) 

CK 456 (2) 539 (3) 489 (3) 
CW 422 (10) 524 (11) 498 (5) 
CŚc 412 (2) 495 (8) 496 (4) 

    
Badane utwory glebowe charakteryzowały się więc wysoką odpornością na re-

dukcję. Odporność na redukcję jest biofizycznym (bio-fizykochemicznym) wskaź-
nikiem zdolności buforującej gleby w odniesieniu do przemian redoks [271]. 

Wskaźnik t300 (czas obniŜenia Eh do 300 mV w glebach zalanych wodą 
w temperaturze 20°C) określany w próbkach wierzchnich warstw wielu gleb mi-
neralnych mieścił się w zakresie od 0,6 do 5,3 dnia [107,264,273]. Tendencja 
długiego (ponad 7 dni) utrzymywania wysokich (> 300 mV) wartości Eh obser-
wowana była w niŜszych poziomach genetycznych gleb mineralnych zawierają-
cych znikome ilości dostępnej materii organicznej. W utworach takich notowano 
teŜ bardzo niską aktywność biologiczną mierzoną m.in. aktywnością dehydroge-
naz i wydzielaniem CO2 [106]. Ograniczenie takie nie dotyczy przypadku oma-
wianych gleb organicznych wykazujących aktywne dehydrogenazy i umiarkowa-
ną respirację. Zatem w badanych glebach działają inne czynniki zapobiegające 
redukcji gleby w warunkach jej zalania.  

Odczyn gleby reguluje procesy uruchamiania metali cięŜkich w glebie, w wa-
runkach nawadniania gleb ściekami obserwowano silne powiązanie kwasowości, 
powierzchni właściwej, pojemności kationowymiennej i zawartości dostępnego 
węgla organicznego z mechanizmami unieruchamiania metali [124,125,134,262].  

Badane gleby wykazywały odczyn obojętny (tab. 16). RóŜnica pomiędzy 
średnimi wartościami pH, charakteryzującymi materiał pobrany z poletek kontro-
lnych (A) i zalewanych ściekami (C) miała cechy istotności jedynie w glebie po-
rośniętej wierzbą (nr 2, P < 0,01). Wartości początkowe pH mieściły się w wąskim 
zakresie od 7,65 do 7,95. W czasie inkubacji obserwowano obniŜenie pH we 
wszystkich zastosowanych wariantach do wartości od 6,61 do 7,34, średnio 
o 1,03, 0,65 i 0,86, odpowiednio w glebach porośniętych topolą (nr 1), wierzbą 
(nr 2) i trawami (nr 6). ObniŜenie pH gleb organicznych w wyniku ich nawadnia-
nia ściekami obserwowali równieŜ Biernacka i in. [29]. 
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Tabela 16. Wartości średnie pH w czasie 12-dniowej inkubacji bez dodatku glukozy (w nawiasach 
odchylenie standardowe) 
Table 16. The pH mean values for 12-day incubation without glucose (in brackets standard deviations) 

pH  Wariant doświadczenia 
Soil treatment Nr 1 Nr 2 Nr 6 

AK 7,48 (0,33) 7,63 (0,22) 7,38 (0,21) 
AW 7,69 (0,33) 7,61 (0,22) 7,35 (0,21) 
AŚc 7,44 (0,32) 7,43 (0,23) 7,39 (0,21) 

CK 7,39 (0,29) 7,35 (0,23) 7,34 (0,22) 
CW 7,56 (0,29) 7,36 (0,23) 7,39 (0,21) 
CŚc 7,46 (0,29) 7,26 (0,24) 7,30 (0,21) 

    
W warunkach zalania gleb następuje zmiana pH gleby w kierunku odczynu 

obojętnego, stabilizacja następuje przy pH 6,0-7,5. W przypadku zalania gleb 
alkalicznych, obserwowane jest obniŜanie się wartości pH, związane z akumula-
cją CO2 [106,229]. W omawianym doświadczeniu rejestrowane obniŜenie pH 
zachodziło bez większych zmian wartości Eh. 

4.3.7.2. Eh i pH gleby inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Zwiększenie intensywności procesów biochemicznych w wyniku wprowadze-
nia wysokiego dodatku glukozy, zredukowanego substratu oddechowego, spowo-
dowało dynamiczne zmiany potencjału redoks (rys. 49, prawa strona). W począt-
kowym okresie inkubacji wartości Eh gwałtownie obniŜyły się we wszystkich 
próbkach zalanych wodą lub ściekami, w sposób charakterystyczny dla gleb wzbo-
gaconych glukozą [22]. Najszybsze obniŜenie Eh, choć relatywnie słabe, do warto-
ści –30 mV, zanotowano w glebie porośniętej trawami – kontrolnej (nr 6A). Gleba 
pobrana z pola obsadzonego topolą zalewanego ściekami (nr 1C) wykazywała naj-
lepsze właściwości buforujące, poniewaŜ potencjał redoks osiągnął wartości ujem-
ne dopiero po trzech dniach inkubacji oraz nie przekroczył wartości –88 mV. Obni-
Ŝenie Eh stymulowane było wprowadzeniem glukozy, lecz jego intensywność de-
terminowana była statusem drobnoustrojów, gdyŜ gleba porośnięta topolą nawad-
niana ściekami (nr 1C) wykazywała bez wzbogacenia niŜszą biomasę i aktywność 
biochemiczną, niŜ gleba porośnięta topolą kontrolna (nr 1A).  

NajniŜszą wartość potencjału (–380 mV) zarejestrowano juŜ po 24 godzinach 
w porośniętej wierzbą glebie zalewanej ściekami (nr 2C), w której nawadnianie 
stymulowało aktywność biologiczną oraz, z pewnym przesunięciem w czasie, 
w porośniętej wierzbą glebie kontrolnej, zarówno w zawiesinie z wodą (nr 2AW), 
jak teŜ ze ściekami (nr 2AŚc). Silne obniŜenie wartości Eh było nietrwałe, po 
12 dniach inkubacji potencjał był juŜ dodatni lub lekko ujemny (> –60 mV).  

Postępujące procesy redukcji dotyczyły teŜ próbek o kontrolnej wilgotności, 
zmiany były tam jednak mniej gwałtowne. Po 4-tygodniowej inkubacji z glukozą 
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wartości Eh były w miarę wyrównane we wszystkich wariantach doświadczenia, 
w przedziale od +30 do +160 mV.  

Zmiany odczynu w obecności „łatwego” do utlenienia cukru prostego były 
większe niŜ w czasie inkubacji bez wzbogacenia. W stosunku do wartości wyj-
ściowych (pH > 7), pH uległo obniŜeniu w ciągu 12 dni o 1,45, 1,22 i 1,47 jed-
nostki, odpowiednio w glebach porośniętych topolą (nr 1), wierzbą (nr 2) i tra-
wami (nr 6). Wartości średnie z tego okresu wyznaczone dla poszczególnych 
wariantów doświadczenia przedstawia tabela 17. Nie zaobserwowano istotnych 
róŜnic pomiędzy odczynem gleby kontrolnej (A) i zalewanej ściekami (C).  

Tabela 17. Wartości średnie pH gleby z 12-dniowej inkubacji próbek z glukozą (w nawiasach 
odchylenie standardowe) 
Table 17. The pH mean values for 12-day incubation with glucose (in brackets standard deviations) 

pHglc Wariant doświadczenia 
Soil treatment Nr 1 Nr 2 Nr 6 

AK 7,00 (0,23) 7,12 (0,29) 6,93 (0,26) 
AW 6,94 (0,35) 7,01 (0,38) 6,80 (0,24) 
AŚc 7,01 (0,37) 6,94 (0,43) 6,94 (0,26) 

CK 7,00 (0,31) 7,00 (0,21) 6,89 (0,22) 
CW 7,06 (0,33) 6,87 (0,23) 6,82 (0,27) 
CŚc 6,91 (0,31) 6,90 (0,27) 6,90 (0,27) 

    
Jednym ze sposobów oceny procesów oksydoredukcyjnych w glebie, propo-

nowanym przede wszystkim dla celów porównawczych, jest wyznaczenie tzw. 
wartości Eh7 (odniesionej do pH 7), oparte na załoŜeniu, Ŝe zmiana potencjału 
przypadająca na jednostkę pH wynosi 59 mV [106]: 

Eh7 = Eh – 0,059·(7 – pH) (4) 

Porównanie zmian wartości Eh i Eh7, odzwierciedlających nasilenie procesów 
redoks w czasie 12-dniowych inkubacji z dodatkiem i bez dodatku glukozy, wo-
bec wartości początkowych potencjału redoks (Eh(to) lub Eh7(to)), zestawiono na 
rysunku 50.  

Jak podkreślano wcześniej, przy wykorzystaniu przez drobnoustroje tylko na-
turalnych substratów organicznych nie dochodziło do wyraźnej redukcji układu, 
nawet po dłuŜszym czasie zalania. Wskazują na to dodatnie wartości ∆Eh po 
12 dniach inkubacji (∆Eh = Eh(t12) – Eh(to)). Przy dostępności naturalnego dla 
danej gleby poziomu substancji organicznej, potencjał redoks po zalaniu pozo-
stawał wysoki, pomimo przebiegu metabolizmu oddechowego, wzrostu biomasy 
i utrzymywania stosunkowo wysokiego poziomu aktywności dehydrogenaz silnie 
związanych z procesami redoks. Uwzględnienie wartości pH wyraźnie zmieniło 
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sytuację. Wyznaczone wartości ∆Eh7 były w przewaŜającej większości niŜsze od 
zera (rys. 50, lewy wykres).  

 
Rys. 50. Zmiana wartości Eh w wyniku 12-dniowej inkubacji próbek glebowych bez dodatku glukozy 
(∆Eh, lewy wykres) oraz z dodatkiem glukozy (∆Ehglc, prawy wykres) wobec wartości początkowych, 
Eh(to). ○–Eh – wartości mierzone; ■–Eh7 – wartości korygowane do pH 7 
Fig. 50. Changes in Eh after 12-day incubation of all soil variants without glucose (∆Eh, left) or 
with glucose (∆Ehglc, right) versus the initial value Eh(to). ○–Eh – measured values; ■–Eh7 – values 
corrected to pH 7  

W efekcie dodania glukozy redukcja gleby była bardzo silna. ObniŜenie potencjału 
redoks, wywołane 12-dniową inkubacją w warunkach intensywnego, indukowane-
go metabolizmu przekraczało nawet 400 mV (∆Eh wynosiła od –52 do –473 mV), 
(rys. 50, prawy wykres). 

4.3.8. Aktywność katalazy 

Wysokie wartości Eh próbek gleby bez wprowadzenia dodatku glukozy uzasad-
niają prawie niezmienną aktywność katalazy, nawet w próbkach zalanych wodą lub 
ściekami (rys. 51).  

Gleby torfowo-murszowe wykazywały istotnie róŜną aktywność katalazy 
w próbach pobranych z poletek kontrolnych (A) i zalewanych ściekami (C), za-
chowując tę samą tendencję, jaką obserwowano w przypadku biomasy drobno-
ustrojów i aktywności dehydrogenaz. RóŜnica pomiędzy zmianami wywołanymi 
przez ścieki i przez wodę była we wszystkich glebach nie tylko nieistotna, ale 
prawie znikoma. Wysoka aktywność enzymów katalizujących rozkład H2O2 (pro-
duktu metabolizmu tlenowego) jest potwierdzeniem utrzymywania niezmiennych 
warunków natlenienia w czasie całej inkubacji.  

Wysoka aktywność katalazy obserwowana była w innych glebach torfowo-
murszowych równieŜ przez innych autorów [95,160]. 

-80

-40

0

40

80

300 400 500 600
Eh(t o ) (mV)

∆
E

h 
(m

V
)

Eh

Eh7

Inkubacja bez glukozy
Incubation without glucose

-600

-400

-200

0

300 400 500 600

Eh(t o ) (mV)

∆
E

h gl
c 

(m
V

)

Eh

Eh7

Inkubacja z glukozą
Incubation with glucose



 117 

 

 
Rys. 51. Dynamika aktywności katalazy w próbkach badanych gleb. Inkubacja bez dodatku gluko-
zy. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 51. Soil catalase activity over time (incubation without glucose). Explanation as in Fig. 20 

4.3.9. Redukcja Ŝelaza 

4.3.9.1. Zawartość Fe+2 w glebie inkubowanej bez dodatku glukozy 

Wyjątkową zdolność badanych gleb do przeciwdziałania redukcji podkreślała 
niewielka ilość Ŝelaza zredukowanego. Zawartość Fe+2 (frakcja ekstrahowana 
0,05 M H2SO4) w próbkach inkubowanych bez dodatku glukozy nie przekraczała 
8 i 20 mg·kg–1 (odpowiednio w glebach torfowo-murszowych i mineralno-
murszowej) nawet w czasie 4-tygodniowego zalania wodą lub ściekami (rys. 52).  

Skala tego procesu była więc tu niewielka, porównując do innych gleb zalanych 
wodą, gdzie ilość zredukowanego Ŝelaza moŜe osiągać 1000 mg·kg–1 [44,47,48,103, 
142]. W próbkach inkubowanych bez dodatkowego źródła węgla nie zaobserwowano 
teŜ zaleŜności pomiędzy zawartością zredukowanej formy Fe i wartościami Eh. 
Ujemna korelacja pomiędzy tymi cechami jest typowa dla aktywnych biologicznie 
gleb mineralnych inkubowanych w warunkach zalania [106,108]. 
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Rys. 52. Zmiany zawartości Fe+2 (frakcja ekstrahowana 0,05 M H2SO4) w czasie inkubacji próbek 
glebowych bez dodatku glukozy. Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 52. Fe+2 content (fraction extracted with 0.05 M H2SO4) during soil samples incubation without 
glucose. Explanation as in Fig. 20 

Zawartość Fe+2 nie róŜniła się istotnie pomiędzy próbkami reprezentującymi 
gleby róŜnie nawadniane (A i C). NajwyŜszą ilość Fe+2 obserwowano w glebie 
mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6). PrzedłuŜenie inkubacji do 
4 tygodni nie powodowało przyspieszenia procesu redukcji Fe.  
śelazo redukowane jest przez liczne bakterie heterotroficzne (m.in. Bacillus, 

Pseudomonas, Clostridium, Kliebsiella), utleniane zaś w obecności O2 przez np. 
Thiobacillus ferrooxidans (przy niskim pH) czy Gallionella ferruginea (przy od-
czynie obojętnym) [24,116]. Wartość potencjału redoks gleby przy jakiej zacho-
dzi redukcji Ŝelaza zaleŜna jest w znacznym stopniu od formy Fe i odczynu gleby 
[11,164]. Gao i in. [94] podają bardzo szeroki jego zakres od –50 mV do +600 mV. 
Mimo słabej rozpuszczalności tlenków i wodorotlenków Ŝelaza, Fe(III) jest jed-
nym z waŜniejszych akceptorów elektronów dla mikroorganizmów glebowych – 
beztlenowców fakultatywnych i obligatoryjnych [122,277]. 
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4.3.9.2. Zawartość Fe+2 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Przyspieszenie procesów redoks wywołane obecnością łatwo dostępnego sub-
stratu oddechowego uruchomiło szlaki oddychania beztlenowego wykorzystującego 
redukcję Fe. Po 12-dniowej inkubacji z glukozą zawartość Fe+2 w próbkach zala-
nych wodą lub ściekami dochodziła do 400 mg·kg–1 (rys. 53), przewyŜszając wielo-
krotnie ilość Fe zredukowanego w próbkach o niŜszej wilgotności (AK i CK).  

 

Rys. 53. Redukcja Fe w obecności glukozy (frakcja ekstrahowana 0,05 M H2SO4). Zawartość Fe+2 po 12 
dniach inkubacji próbek z dodatkiem glukozy (lewy wykres); zaleŜność Fe+2 od Eh (prawy wykres) 
Fig. 53. Glucose–induced Fe reduction (extraction with 0.05 M H2SO4). The Fe+2 content after 
12-day incubation with glucose (left); Fe+2 versus Eh (right) 

RóŜnice pomiędzy zawartością Fe+2 w próbkach reprezentujących gleby na-
wadniane jedynie opadami atmosferycznymi (A) i gleby zalewane ściekami (C) 
nie były istotne, podobnie do sytuacji, gdy inkubacja przebiegała bez wzbogace-
nia (patrz rys. 52). MoŜliwość wykorzystania Fe jako akceptora elektronów nie 
została więc zmieniona przez systematyczne nawadnianie ściekami. Redukcja Fe 
była teŜ zbliŜona w próbkach zalanych wodą (W) i zalanych ściekami (Śc).  

Przedstawienie ilości uruchomionego Fe względem potencjału redoks wskazuje 
na redukcję Ŝelaza przy Eh < 300 mV. Taka graniczna wartość Eh dla redukcji Fe jest 
często obserwowana w glebach podmokłych i zalanych wodą [102,264,271]. Punkty 
leŜące po prawej stronie tej umownej bariery redoks reprezentują stan wyjściowy 
układu – wysoki potencjał redoks, [Fe+2] < 20 mg·kg–1 (rys. 53, prawy wykres).  

4.3.10. Przemiany gazowe związane z obniŜeniem Eh gleby  

Przebieg procesów biogeochemicznych w glebie zalanej wodą zaleŜy od za-
wartości substancji organicznej. Przeprowadzone doświadczenia potwierdzają 
wcześniejsze obserwacje, Ŝe intensywność tych przemian determinowana jest 
głównie przez związki organiczne łatwo dostępne dla drobnoustrojów. Dlatego 
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wzbogacenie glukozą nawet zasobnych gleb organicznych przyspiesza procesy, 
będące konsekwencją ograniczenia dostępu tlenu [103,106,116,142].  
Śledzenie zmian jakościowych i ilościowych w powietrzu glebowym dostar-

cza cennych informacji o stanie oksydoredukcyjnym gleby. O ile proces denitry-
fikacji przeprowadzany jest przez beztlenowce fakultatywne i emisja N2O moŜli-
wa jest równieŜ w glebach natlenionych (aktywność denitryfikatorów przebiega 
np. wewnątrz agregatów glebowych), to proces metanogenezy jest wynikiem 
metabolizmu beztlenowców obligatoryjnych i zachodzi tylko przy pełnej anoksji. 
W następnych rozdziałach przedstawiono porównanie zmian stęŜenia gazów, 
charakterystycznych dla gleb zredukowanych, w próbkach gleb poddawanych 
systematycznych zalewom (C) i gleb kontrolnych (A).  

4.3.10.1. Emisja i sorpcja N2O w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Znaczne zwiększenie poboru tlenu przez drobnoustroje w związku z dodatkiem 
glukozy prowadziło do dynamicznych zmian składu powietrza glebowego juŜ 
w pierwszej fazie inkubacji. Obecność podtlenku azotu stwierdzono po 24 godzi-
nach we wszystkich próbkach zalanych wodą oraz ściekami (rys. 54).  

 

Rys. 54. Emisja i sorpcja N2O w wariantach doświadczalnych badanych gleb – krzywe kumulatywne. 
Inkubacja w obecności acetylenu (2% v/v) i glukozy (6 mg·g–1). Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 54. N2O emission and sorption – cumulative curves. Incubation with acetylene (2% v/v) and 
glucose (6 mg g–1). Explanation as in Fig. 20 
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Ograniczenie dyfuzji O2 przez warstwę roztworu sprowokowało wykorzystanie 
obecnych w glebie azotanów(V) jako akceptora elektronów pochodzących z utlenianej 
glukozy, mimo, Ŝe w powietrzu nad glebą stęŜenie tlenu było wówczas wysokie (wyŜ-
sze od 19% v/v). W związku z niskim potencjałem redoks towarzyszącym emisji N2O 
w obecności glukozy przyjęto, Ŝe w całości powstawał on w wyniku denitryfikacji 
heterotroficznej. Wyprodukowany N2O ulegał następnie sorpcji, prawdopodobnie 
redukcji do N2. Sorpcja podtlenku przebiegała pomimo obecności acetylenu.  

Pojawienie się niewielkich ilości N2O w warunkach swobodnej dyfuzji tlenu 
do porów glebowych (warianty z wilgotnością kontrolną), stwierdzono w glebie 
torfowo-murszowej dopiero przy stęŜeniu O2 < 2% v/v, po 6 dniach inkubacji.  

Denitryfikacja mierzona ilością wydzielonego N2O w obecności acetylenu 
i glukozy, była we wszystkich przypadkach wyŜsza w próbkach gleby pobranej 
z pola zalewanego ściekami (C), (istotne w glebie porośniętej wierzbą nr 2, 
P < 0,001). WyŜsza była równieŜ w próbkach inkubowanych w obecności ścieków 
(istotne w glebie porośniętej trawami nr 6, P < 0,001), najprawdopodobniej w rezul-
tacie wprowadzenia m.in. dodatkowej porcji azotanów(V) i azotanów(III) (średnio 
14,6 mg N-NO3

–·cm–3 i 0,115 mg N-NO2
–·cm–3 ścieków). NaleŜy teŜ zauwaŜyć, Ŝe 

wydzielanie N2O przez próbki gleb z „historią” nawodnień ściekami (C) pozosta-
wało silniejsze niŜ przez próbki gleb kontrolnych (A) nawet bez uzupełnienia azo-
tanów, tzn. w obecności wody destylowanej – o 50% w przypadku gleb poroś-
niętych topolą (nr 1) i trawami (nr 6), oraz dwukrotnie w glebie porośniętej wierzbą 
(nr 2). Podobnie, wyŜszą aktywność denitryfikacyjną w glebie piaszczystej po-
przednio nawadnianej ściekami w porównaniu do gleby „bez historii nawodnień” 
obserwowali Barton i in. [19].  

Inną moŜliwością przekształcenia azotanów(V) jest dysymilacyjna redukcja 
do formy amonowej (NH4

+), proces zachodzący w glebach silnie zredukowanych, 
o wysokim stosunku C:N [52]. W warunkach przeprowadzonego doświadczenia 
próbki uzupełnione glukozą wykazywały 3-krotnie wyŜszą zawartość formy 
amonowej po 29 dniach inkubacji (ok. 130 mg N-NH4

+) niŜ próbki inkubowane 
bez glukozy (ok. 40 mg N-NH4

+).  

4.3.10.2. Emisja i sorpcja H2 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Wodór cząsteczkowy jest gazem śladowym wytwarzanym w glebie w specy-
ficznych warunkach przez drobnoustroje fermentujące i chemolitoautotroficzne. 
Conrad [65] wyróŜnił dwie sytuacje związane z obecnością H2 w glebie. W siedli-
skach beztlenowych z wysoką aktywnością bakterii metanogennych produkcja 
i pobranie H2 występują prawdopodobnie w swoistej równowadze. Czas prze-
kształcenia powstałego H2 jest krótki (rzędu minut) a stęŜenia rzędu nanomoli. 
Zatem gleby emitujące CH4 przyczyniają się tylko w niewielkim stopniu do wy-
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dzielania H2 do atmosfery. Natomiast po zalaniu gleby ‘natlenionej’ faza produk-
cji wodoru poprzedza fazę metanogenezy doprowadzając do stanu przejściowego 
charakteryzującego się stosunkowo wysokim stęŜeniem H2 w powietrzu glebo-
wym (rzędu procentów) [64]. W warunkach braku dostępnych akceptorów elek-
tronów (np. w pierwszych dniach inkubacji przy bardzo intensywnym wykorzy-
staniu glukozy) następuje przeniesienie elektronów z substancji organicznych na 
protony i wydzielanie H2. Drobnoustrojami wykorzystującymi wodór cząstecz-
kowy są bakterie metanogenne, beztlenowce redukujące azotany(V) do formy 
amonowej oraz siarczany do siarczków [68,143]. Hydrogenazy obejmują duŜą 
grupę enzymów katalizujących zarówno produkcję jak i utlenianie H2.  

W omawianym doświadczeniu z wysokim dodatkiem glukozy, pojawienie się 
H2 w powietrzu nad glebą zaobserwowano w trzecim dniu inkubacji, czyli później 
niŜ N2O (który powstaje w wyniku korzystnej energetycznie redukcji rozpusz-
czalnych azotanów), jednak przy niepełnej jeszcze redukcji N2O do N2 (rys. 55).  

 
Rys. 55. Zmiany stęŜenia H2 nad powierzchnią próbek glebowych inkubowanych w obecności 
glukozy (6 mg·g–1). Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 55. Changes in H2 concentration in soil headspace during the incubation of soil samples with 
glucose (6 mg g–1). Explanations as in Fig. 20 
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które nie było zalewane ściekami (P < 0,001). Maksymalne stęŜenie H2 w powietrzu 
nad glebą nie przekraczało ok. 0,15% v/v, co odpowiadało < 3 mg H2·kg–1 gleby. 
Sorpcja wydzielonego wodoru przebiegała we wszystkich przypadkach bardziej 
intensywnie w próbkach gleb z poletek nawadnianych ściekami (C).  

Niewielka ilość H2 pojawiła się w drugim tygodniu inkubacji w próbkach 
ścieków (bez gleby) inkubowanych z dodatkiem glukozy (0,06% v/v).  

4.3.10.3. Emisja CH4 w glebie inkubowanej z dodatkiem glukozy 

Metanogeneza jest drogą mineralizacji węgla organicznego w warunkach bez-
tlenowych, zachodzi po wyczerpaniu akceptorów elektronów takich jak azotany, 
Fe(III) czy siarczany [64,106,142]:  

C6H12O6 →3CO2+3CH4 (5) 

Przekształcenie złoŜonych związków organicznych, np. celulozy do metanu 
wymaga początkowo obecności innych drobnoustrojów (w tym tlenowych 
i fakultatywnych). Drobnoustroje metanogenne wykorzystują – jako ostateczne 
akceptory elektronów w metabolizmie oddechowym – głównie CO2 i octan, 
ulegające przy tym redukcji do CH4 [172]. 

Adamson i in. [1] zidentyfikowali co najmniej 20 gazowych związków orga-
nicznych wydzielanych w wyniku beztlenowej inkubacji gleb z dodatkiem gluko-
zy (aldehydy, węglowodory, ketony, alkohole, kwasy, estry). Metan jest szcze-
gólnie silnie związany ze środowiskiem gleb torfowych, zwłaszcza podmokłych. 
Proces biologicznego wytwarzania CH4 zachodzi przy niskich wartościach Eh, 
a drobnoustroje metanogenne charakteryzują się na ogół duŜą wraŜliwością na 
tlen. Wyizolowanie szczepów Desulfovibrio vulgaris, wykazujących aktywność 
katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej i tzw. białka Rbr zawierającego niehemowe 
Fe (czyli enzymów tzw. stresu tlenowego) przemawia jednak za moŜliwościami 
przystosowawczymi tych beztlenowców do pewnej aktywności w strefach obni-
Ŝonego natlenienia gleby [163].  

PoniewaŜ w czasie inkubacji testowanych gleb bez dodatku glukozy ubytek tle-
nu nie był wystarczający do wytworzenia warunków beztlenowych, nie obserwo-
wano teŜ emisji metanu nawet przy przedłuŜeniu inkubacji do 120 dni. Niewielką 
aktywność metanogenną w czasie zalewania ściekami badanych gleb w warunkach 
naturalnych (maksymalna emisja CH4 z powierzchni gleby 0,012 mg·m2·h–1) obser-
wowały Nosalewicz i Stępniewska [213].  

Wprowadzenie wysokiego dodatku glukozy efektywnie przyspieszyło meta-
bolizm heterotrofów i przepływ elektronów w układzie, a w konsekwencji przy-
czyniło się do wytworzenia warunków korzystnych dla rozwoju mikroorgani-
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zmów metanogennych. Pojawienie się metanu zarejestrowano dopiero po 3 tygo-
dniach inkubacji (rys. 56), przy stęŜeniu O2 < 2,4% v/v (ok. 60 µmol O2). Przy-
spieszenie szybkości emisji metanu przy stęŜeniu O2 < 2,5% nad powierzchnią 
gleby obserwowali m.in. Wagner i in. [291].  

 
Rys. 56. Emisja CH4 (krzywe kumulatywne) w czasie inkubacji próbek badanych gleb z dodatkiem 
glukozy (6 mg·g–1). Objaśnienia jak na rysunku 20 
Fig. 56. Cumulative CH4 emission during incubation of soil samples with glucose (6 mg g–1). Ex-
planation as in Fig. 20 
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Najbardziej aktywne metanogennie były próbki gleby porośniętej topolą (nr 1). 
Ilość CH4 wydzielonego po 60 dniach inkubacji wynosiła ok. 900  mg  C-CH4·kg–1. 
Najmniej aktywne pozostawały próbki gleby porośniętej trawami (nr 6, 
< 400 mg C-CH4·kg–1). W przypadku gleby porośniętej topolą (nr 1) metan pojawił 
się we wszystkich wariantach doświadczenia, nawet przy zachowaniu porów gle-
bowych wypełnionych powietrzem (wilgotność 60% WHC, wariant K). W przy-
padku gleb porośniętych topolą (nr 1) i trawami (nr 6) zaobserwowano istotnie 
więcej CH4 w próbkach pobranych z poletek nawadnianych ściekami (C, P < 0,05), 
natomiast w glebie porośniętej wierzbą (nr 2) – istotnie wyŜszą aktywność wyka-
zywały próbki gleby z poletka kontrolnego (A, P < 0,001).  

Podobnie do sytuacji opisywanej przy omawianiu aktywności metanotroficz-
nej, działanie ścieków i wody nie było istotnie róŜne równieŜ w przypadku ak-
tywności metanogennej. Metan, tak jak N2O, nie został zarejestrowany w prób-
kach samych ścieków (inkubowanych bez gleby). 

4.3.10.4. Relacje pomiędzy potencjałem redoks i wskaźnikami aktywności 
biologicznej gleby 

Relacje pomiędzy N2O w obecności acetylenu, H2 i CH4 a potencjałem redoks 
w trakcie inkubacji próbek z glukozą ilustruje rysunek 57. Zakres Eh był bardzo 
szeroki, od +600 do –400 mV. Podtlenek azotu obecny był przy Eh < +400 mV. 
Ten przejściowy produkt denitryfikacji pojawiał się w danych warunkach jako 
pierwszy z wymienionych gazów (patrz rys. 54). Po 24 godz. inkubacji z glukozą 
N2O wydzielany był równieŜ w atmosferze bez acetylenu (dane nie zostały przed-
stawione graficznie). Były to niewielkie i szybko zanikające ilości N2O, niŜsze 
niŜ 16 mg N·kg–1, obserwowane w próbkach zalanych ściekami (gwałtowne wy-
czerpanie tlenu rozpuszczonego w roztworze, azotany dodane ze ściekami). 
Z róŜnicy pomiędzy N2O oznaczanym w wariantach z C2H2 i bez C2H2 (inhibito-
rem reduktazy N2O) wynika zatem, Ŝe większość wydzielanego podtlenku w ba-
danych glebach moŜe być redukowana do N2 równieŜ w obecności nadmiaru sub-
stratu organicznego.  

Maksimum emisji N2O zaobserwowano przy Eh ok. +200 mV (1-3 dzień in-
kubacji próbek zalanych), a poniŜej tej wartości następowała sorpcja N2O praw-
dopodobnie drogą redukcji do N2 (rys. 57). Podobne warunki redoks sprzyjające 
emisji i sorpcji tego gazu notowano dla gleb mineralnych róŜnego pochodzenia 
[207,297,304,306,311]. 

Wodór cząsteczkowy, wydzielony w początkowych fazach inkubacji, ulegał na-
stępnie stosunkowo powolnej sorpcji (patrz. rys. 55). Obserwowany był on przy 
wartościach Eh < +200 mV. Mimo, Ŝe wykorzystanie H2 przez bakterie beztlenowe 
i tlenowe jest dosyć szeroko rozpowszechnione, jest on stosunkowo rzadko badany, 
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poniewaŜ bezpośrednio nie przyczynia się do powstawania efektu szklarniowego. 
W glebach beztlenowych jest jednak prekursorem metanu i przyczynia się do po-
wstawania 10-50% wydzielanego CH4 [65]. 

Emisja metanu rozpoczęła się dopiero po obniŜeniu Eh poniŜej –50 mV 
i wyczerpaniu akceptorów korzystniejszych energetycznie. Doświadczenia innych 
autorów wskazują, Ŝe emisja CH4 w glebie zalanej zachodzi przy wartościach Eh 
niŜszych od –150 mV, chociaŜ proces ten obserwowano nawet w zakresie od +70 
do 0 mV [192,227,311].  

Spora zbieŜność omawianych wielkości granicznych Eh dla obecności analizo-
wanych gazów nad powierzchnią gleby z danymi literaturowymi dowodzi, Ŝe bez 
względu na warunki zastosowanej inkubacji i znaczną heterogenność układu glebo-
wego, opisane relacje mają charakter uniwersalny determinowany względami energe-
tycznymi dominującej reakcji redoks. Zgodność taką obserwowano teŜ w przypadku 
Fe, redukowanego przy potencjale redoks niŜszym od +300 mV (patrz rys. 53). 

Punkty w zakresie Eh od –300 do –400 mV, otoczone liniami na rysunku 57 
odpowiadają wynikom początkowego okresu inkubacji. PołoŜenie punktów suge-
ruje, Ŝe o wartości mierzonego potencjału decydowały wówczas pary redoks inne 
od oznaczanych. Sytuacja ta wydaje się być oczywista biorąc pod uwagę inten-
sywność procesów biochemicznych w glebie wzbogaconej glukozą. Wartości 
potencjałów standardowych wybranych układów redoks istotnych dla procesów 
biologicznych zachodzących w glebie ilustruje tabela 18. 

Tabela 18. Potencjały standardowe niektórych układów biogeochemicznych (wartości korygowane 
do pH 7, w 25oC) [106,122,241,277,278,279] 
Table 18. Standard potential of selected redox systems important for biogeochemical transforma-
tions in soil (corrected to pH 7 at 25oC) [106,122,241,277,278,279] 

Układ – System E0’
 (V) 

Bursztynian /α-ketoglutaran – Succinate /α-ketoglutarate –0,67 
Octan /aldehyd octowy – Acetate /acetic aldehyde –0,60 
2H+ /H2 –0,42 
NAD+/NADH+H+ –0,32 
NADP+/NADPH+H+ –0,32 
Fe(III) / Fe(II) –0,31 do +0,43 
CO2 /CH4 –0,25 
Substancje humusowe – Humic substances –0,20 do +0,30 

Aldehyd octowy /etanol – Acetic aldehyde /ethanol –0,20 
Pirogronian /mleczan – Pyruvate /lactate –0,19 
Cytochromy  – Cytochromes +0,12 do +0,29 
Chinon /hydrochinon – Chinone /hydrochinone +0,28 
NO3

– / NO2
– +0,42 

O2 /H2O  +0,82 
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Rys. 57. Równowagowa ilość N2O (w obecności acetylenu), H2 i CH4 w powietrzu nad glebą 
w funkcji Eh (próbki wzbogacone glukozą, 6 mg·g–1). Wpływ aktualnych warunków inkubacji 
(K, W, Śc). Liniami otoczono dane z 1 i 3 dnia inkubacji  
Fig. 57. Equilibrium content of N2O (in the presence of acetylene), H2 and CH4 in soil headspace 
versus Eh of soil samples amended with glucose (6 mg g–1). Effect of the incubation conditions 
(K, W, Śc). Results from 1st and 3rd day of incubation, encircled 

 

0

50

100

150

200

250

-400 -200 0 200 400 600

N
2
O

 (
m

g
 N

 k
g

-1
)

K

W

Śc

N2O (glc)

0

400

800

1200

-400 -200 0 200 400 600
Eh (mV)

C
H

4
 (

m
g

 C
 k

g
-1

)

K

W

Śc

CH4 (glc)

0,0

1,0

2,0

3,0

-400 -200 0 200 400 600

H
2
 (

m
g

 k
g

-1
)

K

W

Śc

H2 (glc)



 128

 
Rys. 58. Aktywność dehydrogenaz w funkcji Eh w próbkach wzbogaconych glukozą. Wpływ warunków 
inkubacji, systemu nawodnień oraz właściwości gleby (odpowiednio górny, środkowy i dolny wykres) 
Fig. 58. Dehydrogenase activity versus Eh in glucose-amended soil samples. Effect of incubation condi-
tions, irrigation system and soil properties (upper, middle and lower graph, respectively)  

ZróŜnicowanie warunków redoks wskutek wprowadzenia glukozy umoŜliwiło 
zaobserwowanie istotnej zaleŜności aktywności dehydrogenaz od Eh gleby (rys. 58). 
Poprzednio wspominano, Ŝe podobna zaleŜność jest typowa dla aktywnych biolo-
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gicznie gleb w warunkach niedotlenienia. W przypadku doświadczenia bez udziału 
czynnika silnie modyfikującego metabolizm, intensywność procesów redukcji była 
niewystarczająca dla wymaganego obniŜenia Eh. Dodanie ‘łatwego’ źródła energii 
spowodowało aktywację dehydrogenaz wraz z postępującą redukcją gleby.  

Rysunek 58 przedstawia relacje pomiędzy aktywnością dehydrogenaz i potencja-
łem redoks, jakie wynikały z wprowadzenia glukozy do gleby. Pominięte zostały 
dane dotyczące pierwszego i trzeciego dnia inkubacji, poniewaŜ – podobnie jak 
w przypadku omawianych wyŜej relacji dotyczących gazów – gwałtowne obniŜenie 
Eh charakteryzujące stan przejściowy nie znajdowało odzwierciedlenia w reakcji 
dehydrogenaz. Te same wyniki przedstawione zostały w trzech układach. Górny 
wykres porównuje relację DHA i Eh w róŜnych warunkach inkubacji próbek: wilgot-
ność 60% WHC (K), próbka zalana wodą (W), próbka zalana ściekami (Śc). Wykres 
środkowy przedstawia te zaleŜności w glebach róŜnie nawadnianych: kontrolnej (A) 
i zalewane ściekami (C), a dolny wykres: w glebach pobranych z pól porośniętych 
topolą (nr 1), wierzbą (nr 2) i trawami (nr 6). Aktywność enzymów silnie korelowała 
z potencjałem redoks w kaŜdym układzie, a zaleŜności były istotne dla wszystkich 
wariantów doświadczenia (P < 0,001). Relacja była nieco słabiej róŜnicowana przez 
warunki inkubacji (proste dla wariantów W i Śc niemal pokrywające się), nieco sil-
niej przez sposób nawadniania gleby, a najsilniej przez właściwości samego utworu 
glebowego. Kierunek zmian poziomu aktywności biologicznej pod wpływem kilku-
letnich nawodnień ściekami nie zakłócał zatem obserwowanej relacji. 

Przy takim samym stanie zredukowania gleby (< 100 mV), gleby torfowo-
murszowe porośnięte topolą (nr 1) i wierzbą (nr 2) osiągały nawet o 50% wyŜsze 
wartości DHA, niŜ gleba mineralno-murszowa porośnięta trawami (nr 6). Aktyw-
ność maksymalna towarzyszyła niskim wartościom Eh w próbkach zalanych wo-
dą lub ściekami. W trakcie 12-dniowej inkubacji z glukozą potencjał redoks po-
zostawał pomiędzy +550 mV i –50 mV. W tych warunkach próbki o niŜszej wil-
gotności odpowiadającej 60% WHC, przy Eh > 300 mV wykazywały względnie 
niską aktywność, zaś próbki zalane wodą i ściekami charakteryzowały się naj-
wyŜszą aktywnością DHA, towarzyszącą niskim wartościom Eh.  

Relacje DHA i Eh zmieniały się w czasie inkubacji z glukozą, odzwierciedla-
jąc przemiany zachodzące w układzie glebowym (rys. 59, górny wykres). Wyod-
rębnione grupy odpowiadają wybranym okresom inkubacji (1, 3, 12 dzień). W fazie 
początkowej czynność dehydrogenaz nie odzwierciedlała jeszcze gwałtownego 
obniŜenie potencjału w próbkach zalanych. Prosta, wyznaczająca zaleŜność DHA 
od Eh po jednym dniu, wykazuje lekką tendencję rosnącą (zaleŜność nieistotna, 
prosta zaznaczana dla zilustrowania zmian). Po trzech dniach aktywność dehydro-
genaz wzrastała lekko, lecz istotnie przy niŜszych wartościach Eh, a po 12 dniach 
adaptacja drobnoustrojów do zróŜnicowanych warunków znalazła odzwierciedlenie 
w silnej ujemnej korelacji pomiędzy aktywnością dehydrogenaz i Eh (P < 0,001). 
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Rys. 59. Aktywność dehydrogenaz w funkcji Eh. Zmiana relacji w czasie inkubacji gleby 
z dodatkiem glukozy (górny wykres) oraz zaleŜność obserwowana w warunkach hypoksji wywoła-
nej utlenieniem dodanego CH4 (dolny wykres) 
Fig. 59. Soil dehydrogenase activity versus Eh. The shift in the relation with time in soil amended 
with glucose (upper graph), and the relation under soil hypoxia induced by CH4 oxidation (lower 
graph) 

ObniŜenie potencjału redoks i ujawnienie wzrostu czynności dehydrogenaz 
w warunkach hypoksji i anoksji obserwowano równieŜ w glebie inkubowanej 
z dodanym metanem. Utlenienie CH4, wiąŜące się z wykorzystaniem tlenu przez 
metanotrofy prowadziło pod koniec inkubacji do obniŜenia Eh nawet do –
200 mV. Wraz z obniŜaniem potencjału redoks gleby następowała stymulacja 
dehydrogenaz (rys. 59, dolny wykres). 

Wzbogacenie gleby niewielką ilością glukozy (1 mg·g–1) wywołało jedynie 
krótkotrwałe nasilenie metabolizmu (patrz rys. 21). Przy relatywnie wysokiej wyj-
ściowej biomasie badanych gleb (Cmic ok. 3 mg·g–1), drobnoustroje stosunkowo 
szybko wyczerpały wprowadzony substrat. Dehydrogenazy uległy początkowemu 
wzrostowi, lecz wkrótce powróciły do wartości kontrolnych. Potencjał redoks po 
12 dniach inkubacji niewiele przy tym róŜnił się od wartości w próbkach bez wzbo-
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gacenia (odpowiednio 526 mV i 533 mV). Dopiero silny bodziec – wysokie stęŜe-
nie glukozy – prowadził do dynamicznych przemian angaŜujących te szlaki katabo-
liczne, które nie zostały uruchomione podczas utleniania natywnych substratów 
oraz wywołał szereg procesów związanych z redukcją gleby. Intensywne utlenianie 
wprowadzonego substratu wymagało akceptorów dla uwolnionych jonów wodoro-
wych i elektronów, obserwowano więc nie tylko silny wzrost biomasy mikroorga-
nizmów (nawet 5-krotny), ale teŜ stymulację respiracji, dehydrogenaz, redukcję Fe, 
jonów wodorowych, azotu, CO2 i prawdopodobnie innych aktywnych oksydore-
dukcyjnie form organicznych i nieorganicznych. W rezultacie potencjał redoks 
osiągał niskie, ujemne wartości.  

Pod wpływem wysokiego stęŜenia glukozy nastąpiło przełamanie tych barier, 
które w warunkach katabolizmu drobnoustrojów opartego na wykorzystaniu na-
tywnych substratów oddechowych pozwalały na przeciwdziałanie redukcji ukła-
du. W glebie bez wzbogacenia, przy specyficznym dla danego utworu poziomie 
aktywności wytworzonym w wyniku przystosowania do panujących warunków 
troficznych obserwowano bardzo wysoką odporność na redukcję. Stan natleniony 
charakteryzowany przez Eh > 400 mV, niską redukcję Fe, wysoką aktywność 
katalazy i przemiany fazy gazowej typowe dla gleb natlenionych, utrzymywał się 
nawet w próbkach zalanych wodą lub ściekami przez okres dłuŜszy niŜ 4 tygo-
dnie. Stosunkowo wysokie wartości Eh w zalanych wodą glebach organicznych 
notowali teŜ Morris i in. [202] oraz Snyder i in. [255].  

NaleŜy zaznaczyć, Ŝe dyskutowane zjawisko utrzymywania wysokiego poten-
cjału redoks w warunkach zalania (obserwowane zarówno w glebach, które nigdy 
nie miały kontaktu ze ściekami, jak teŜ w glebach systematycznie zalewanych ście-
kami) dotyczyło doświadczenia laboratoryjnego, przeprowadzonego po trzyletniej 
przerwie w zalewach. W warunkach zalewów prowadzonych w doświadczeniu 
polowym, w naturalnych profilach, potencjał redoks na głębokości 0-10 cm pozo-
stawał średnio wyŜszy od 300 mV w glebie porośniętej wierzbą (nr 2), natomiast 
w glebach porośniętych topolą (nr 1) oraz trawami (nr 6) zalewanych podwójną 
dawką ścieków przyjmował wartość średnią niŜszą od +200 mV (patrz rys. 7).  

PoniewaŜ intensywność przemian redoks wzrasta w glebach, które przed zala-
niem były powietrznie suche, zostały wykonane dodatkowe testy na materiale podda-
nym suszeniu powietrznemu przed doświadczeniem. Testy wykazały, Ŝe czas obniŜe-
nia Eh do 300 mV – wartości przyjmowanej za graniczną dla warunków tlenowych 
i beztlenowych – został skrócony do 6 dni, ale tylko w glebie mineralno-murszowej, 
natomiast w glebie torfowo-murszowej potencjał redoks > 300 mV utrzymywał się 
przez ponad 35 dni. W literaturze niewiele jest danych szczegółowych dotyczących 
relacji pomiędzy właściwościami fizyko-chemicznymi utworów murszowych i ich 
aktywnością biologiczną. Dotychczasowe badania wyraźnie wskazują, Ŝe proces 
murszenia, którego przebieg istotnie zaleŜy od warunków fizycznych, zmienia m.in. 
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właściwości powierzchniowe i fizykochemiczne gleby, co silnie modyfikuje warunki 
siedliskowe drobnoustrojów i wpływa na ich liczebność [62,160,193,257,309,310].  

MoŜna przyjąć, Ŝe warunki zredukowane nie wystąpią w takiej ‘Ŝyjącej’ glebie 
zalanej, która: a) nie zawiera rozkładalnej materii organicznej; b) posiada znaczną 
zawartość związków o wysokim potencjale oksydoredukcyjnym moŜliwych do 
wykorzystania przez drobnoustroje; i/lub c) zawiera czynniki hamujące aktywność 
oksydoredukcyjną mikroorganizmów. PoniewaŜ wzbogacenie glukozą jednoznacz-
nie stymulowało przemiany redoks, obecność inhibitorów procesów redukcyjnych 
moŜna tu zaniedbać, a rozwaŜyć niedostateczną ilość substratów organicznych bę-
dących donorami elektronów oraz wysoką ilość akceptorów elektronów utrzymują-
cych wysokie wartości Eh.  

Badane gleby wykazywały wysoki poziom aktywności biologicznej zaleŜnej od 
obecności naturalnego (natywnego) substratu organicznego i wyraŜonej wskaźnikami 
takimi jak biomasa drobnoustrojów, aktywność dehydrogenaz i aktywność katalazy. 
Wydzielanie CO2 i szybkość poboru O2 były natomiast umiarkowane. Drobnoustroje 
autochtoniczne z powodzeniem rozwijały się kosztem dostępnych, obecnych w glebie 
związków węglowych wykazując nawet w trakcie inkubacji przyrost biomasy. 
W sposób charakterystyczny dla populacji większości gleb, preferowały dodany cu-
kier prosty (glukozę), wykorzystywały teŜ – po pewnym okresie adaptacji – równieŜ 
metan, a nawet acetylen. Warunki troficzne panujące w testowanych glebach umoŜ-
liwiały zatem rozwój populacji drobnoustrojów heterotroficznych potencjalnie odpo-
wiedzialnych za procesy redukcji oraz za przebieg wewnątrzkomórkowych procesów 
utleniania biologicznego (widoczny w wysokiej aktywności oksydoreduktaz), lecz nie 
miało to przełoŜenia na przepływ elektronów w roztworze glebowym, czyli szybki 
pobór tlenu i obniŜenie wartości Eh. Przyjmuje się, Ŝe związkami utrzymującymi 
w glebie potencjał redoks na poziomie ok. 400 mV są azotany(V), zaś ok. 300 mV – 
utlenione formy Ŝelaza, zabezpieczające (buforujące) glebę przed gwałtowną reduk-
cją [106,207,229,264,271]. Zawartość NO3

– w zakresie od 12 do 114 mg N·kg–1 
(patrz tab. 2) nie była jednak na tyle wysoka, Ŝeby przy obserwowanym poziomie 
aktywności biologicznej zapobiegać obniŜeniu Eh w czasie 4-tygodniowego zalania. 
W czasie inkubacji próbek bez wzbogacenia glukozą nie obserwowano szybkiego 
wyczerpania tlenu, wyraźnego ubytku azotanów (dane nie zostały przedstawione 
graficznie), ani teŜ stałego przyrostu Fe+2.  

Wysoka aktywność dehydrogenaz zazwyczaj istotnie koreluje z zawartością 
substratu organicznego i informuje o wzmoŜonej aktywności redoks drobnoustro-
jów heterotroficznych prowadzącej do wyczerpania tlenu i obniŜenia Eh wsku-
tek uruchamiania kolejnych par redoks. W przypadku omawianych gleb wskazuje 
raczej na złoŜoność metabolizowanego substratu oddechowego i jego wydajność 
energetyczną. Zjawisko to dotyczyło zarówno gleb pobranych z pól kontrolnych, 
jak teŜ zalewanych ściekami. Biorąc jednak pod uwagę znaczenie wewnątrzkomór-
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kowych procesów redoks dla funkcjonowania komórki wydaje się, Ŝe bardziej do-
kładne rozpoznanie tego zagadnienia moŜe być ciekawe. Drobnoustroje heterotro-
ficzne wymagają w równym stopniu źródła energii (zredukowanego związku orga-
nicznego) jak teŜ ostatecznego, zewnętrznego akceptora protonów i elektronów 
uwolnionych w trakcie utleniania. W sytuacji braku odpowiedniego akceptora na-
stępuje bowiem nadmierne nagromadzenie form zredukowanych w komórce (takich 
jak NADH, NADPH), prowadzące do jej zatrucia i śmierci. W metodzie pozwalają-
cej na oznaczenie aktywności dehydrogenaz glebowych rolę takiego akceptora 
pełni związek chemiczny wprowadzony w formie utlenionej (TTC). Jego intensyw-
na redukcja do barwnego formazanu (TPF) w przypadku badanych gleb świadczy 
o tym, Ŝe ilość uwalnianych protonów i elektronów była znaczna. Mimo to poten-
cjał redoks pozostawał relatywnie wysoki. PoniewaŜ poziom aktywności dehydro-
genaz gleb mineralnych zazwyczaj jest kilkukrotnie niŜszy, a tempo zmian Eh bar-
dziej intensywne, niŜ tutaj obserwowane, moŜna rozwaŜyć moŜliwość przekazywa-
nia uwalnianych elektronów na akceptory inne, niŜ O2, NO3

– i Fe(III). Prawdopo-
dobne wydaje się, Ŝe w obszarach wykazujących niedotlenienie funkcje takie mogą 
pełnić pewne związki humusowe, zawierające w cząsteczkach ugrupowania moŜli-
we do zredukowania, np. chinonowe i ketonowe.  

Substancje humusowe tworzą mieszaninę związków organicznych o róŜnym 
stopniu przekształcenia. Wielkością opisującą charakter tych związków, ich pocho-
dzenie i warunki humifikacji moŜe być stopień utlenienia wewnętrznego, wyzna-
czany na podstawie zawartości atomów O, N, H i C w cząsteczkach. Dla kwasów 
izolowanych z gleb, wermikompostów i osadów wskaźnik ten przybierał wartości 
od –0,097 do +0,327, co podkreśla ogromne zróŜnicowanie substancji humusowych 
[109,135,138,193,217]. Odmienne kierunki zmian właściwości kwasów humuso-
wych (zawartość C, N, O, H, kwasów huminowych i fulwowych, udział struktur 
aromatycznych i alifatycznych w cząsteczkach) obserwowano w glebie płowej 
nawadnianej ściekami krochmalniczymi zaleŜnie od sposobu uŜytkowania gleby 
i stosowanej dawki ścieków [110]. Rola związków humusowych w określaniu po-
tencjału redoks nie została jeszcze w pełni wyjaśniona. Substancje te są aktywne 
oksydoredukcyjnie, wykazując przy swym silnym zróŜnicowaniu bardzo szeroki 
zakres standardowego potencjału redoks w pH 7 od –0,20 V do +0,30 V [277]. 
Struyk i Sposito [278] analizowali właściwości redoks kwasów humusowych (HA) 
izolowanych z gleby, torfu i wody rzecznej. Formalny potencjał redoks kwasów 
w pH 5 wynosił 0,778 V, a właściwości utleniające wzrastały według kolejności: 
glebowy-HA < torfowy-HA < rzeczny-HA. Gu i Chen [114] podają dla związków 
humusowych zakres potencjału redoks od –0,90 do +0,80 V. 

Substancje humusowe pełnią rolę zarówno donorów jak i akceptorów elektro-
nów w metabolizmie drobnoustrojów [139,178]. Niewielkie cząsteczki stanowią 
tzw. zewnątrzkomórkowe przenośniki elektronów (electron shuttles), wykazujące 
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moŜliwość wielokrotnego przechodzenia cykli redoks dzięki regeneracji wskutek 
mikrobiologicznego lub abiotycznego utlenienia z udziałem O2, Fe(III), azotanu(V), 
fumaranu, arsenianianu lub selenianu. ZauwaŜa się opinię, Ŝe stosunkowo odporne 
na rozkład biologiczny frakcje substancji humusowych biorą w ten sposób udział 
w przemianach energetycznych drobnoustrojów [25,57,122,138,179,244]. Nie jest 
jeszcze znana skala i znaczenie tych procesów w środowisku glebowym, przypusz-
czalnie zewnątrzkomórkowe przenośniki elektronów mogą pełnić istotną rolę na 
przykład wewnątrz bogatych w substancję organiczną agregatów posiadających 
typową strefę beztlenową wewnątrz i natlenioną strefę zewnętrzną. Związki zredu-
kowane we wnętrzu agregatu glebowego dyfundują ku jego stronie zewnętrznej, 
gdzie pełnią rolę donora elektronów dla procesów takich jak denitryfikacja. Reduk-
cja substancji humusowych i chinonów moŜe okazać się istotną formą metabolizmu 
mikroorganizmów w środowiskach bogatych w substancję organiczną, szczególnie 
w warunkach beztlenowych [177,178,225]. Większość tych badań to doświadcze-
nia in vitro z substancjami humusowymi modelowymi oraz izolowanymi z wód 
i gleb. Natomiast niewiele jeszcze wiadomo o wpływie tych związków na właści-
wości oksydoredukcyjne w środowisku gleby.  

4.3.11. Podsumowanie wyników doświadczenia na próbkach glebowych 

Przeprowadzenie badań modelowych na próbkach glebowych wydawało się 
konieczne, poniewaŜ badania polowe i doświadczenie na monolitach wielu kwe-
stii nie wyjaśniły. Dopiero szczegółowe badania modelowe na materiale glebo-
wym z rozszerzonym zakresem oznaczanych wskaźników pozwoliły na wyja-
śnienie rozbieŜności i wskazanie przyczyny niejednakowych zmian w aktywności 
enzymów glebowych, jakie obserwowano w doświadczeniu polowym pod róŜ-
nymi roślinami, a takŜe nietypowych relacji pomiędzy aktywnością oksydoreduk-
taz i potencjałem redoks. Hipoteza postawiona we wstępie pracy, mówiąca 
o trudności precyzyjnego określenia relacji pomiędzy aktywnością biologiczną 
a czynnikami na nią wpływającymi w warunkach polowych została potwierdzona. 

W doświadczeniu na próbkach glebowych wykorzystano materiał z wierzch-
nich warstw gleb organicznych, pobrany po upływie trzech lat od zaprzestania 
nawodnień ściekami z tych samych miejsc, które uwzględniono w badaniach po-
lowych i monolitowych. 

Szczegółowa analiza materiału glebowego ujawniła silne przekształcenia 
w siedlisku drobnoustrojów powstałe w wyniku czteroletnich nawodnień wysoką 
dawką ścieków (120 cm rocznie). Zaznaczone niŜej zmiany, odniesione do gleb 
kontrolnych, zauwaŜalne były po trzyletniej przerwie w nawodnieniach.  
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W wierzchniej warstwie gleby torfowo-murszowej porośniętej topolą (nr 1) nawad-
nianie ściekami spowodowało pogorszenie warunków bytowania drobnoustrojów: 

– osłabienie aktywności opartej na wykorzystaniu natywnych substratów 
organicznych, mierzone obniŜeniem: 
• biomasy drobnoustrojów heterotroficznych o 19%,  
• wskaźnika Cmic/Corg o 35%, 
• aktywności dehydrogenaz o 16%, 
• aktywności katalazy o 12%,  
• wydzielania N2O w obecności acetylenu o 19%; 

– podwyŜszenie współczynnika metabolicznego qCO2 o 44% (bez przekro-
czenia jego wartości krytycznej); 

– wyŜszą w stosunku do kontroli aktywność potencjalną (indukowane gluko-
zą dehydrogenazy, metanogeneza, mineralizacja netto glukozy). 

W wierzchniej warstwie gleby torfowo-murszowej porośniętej wierzbą (nr 2) 
nawadnianie ściekami spowodowało poprawę warunków rozwoju drobnoustrojów: 

– podwyŜszenie aktywności opartej na wykorzystaniu substratów natywnych: 
• biomasy drobnoustrojów heterotroficznych o 84%,  
• wskaźnika Cmic/Corg o 67%, 
• aktywności dehydrogenaz o 7%, 
• aktywności katalazy o 13%, 
• wydzielania N2O w obecności acetylenu o 132%; 

– obniŜenie wskaźnika qCO2 o 25%; 
– niŜszą w stosunku do kontroli aktywność potencjalną (indukowane glukozą 

dehydrogenazy, metanogeneza, mineralizacja netto glukozy). 

Wierzchnia warstwa gleby mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6) na-
wadnianej ściekami, wykazywała po trzyletniej przerwie w nawadnianiu zmiany 
korzystne: 

– podwyŜszenie aktywności opartej na wykorzystaniu substratów natywnych: 
• biomasy drobnoustrojów heterotroficznych o 26%, 
• aktywności dehydrogenaz o 18%, 
• wydzielania N2O (9-krotne); 

– utrzymanie wartości wskaźników Cmic/Corg, qCO2, aktywności katalazy oraz 
aktywności potencjalnej (z wyjątkiem wydzielania metanu pod wpływem 
glukozy) na poziomie obserwowanym w glebie kontrolnej. 

Tabela 19 systematyzuje wyniki z doświadczenia na próbkach glebowych oraz 
podkreśla spójność informacji otrzymanych z przeprowadzonych oznaczeń. Właści-
wości uporządkowano według ‘układu’ wskaźników w glebach róŜnie nawadnianych 
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– kontrolnych (A) i nawadnianych ściekami (C). Dla kaŜdej gleby wskazano ten wa-
riant nawadniania, w którym dany wskaźnik był istotnie wyŜszy.  

Tabela 19. Porównanie wskaźników aktywności biologicznej w wierzchnich warstwach gleb kontrol-
nych (A) i nawadnianych ściekami (C). Dla gleb porośniętych topolą (nr 1), wierzbą (nr 2) i trawami 
(nr 6) wskazano ten wariant nawadniania (A lub C), w którym dany wskaźnik był istotnie wyŜszy; 
= oznacza brak istotnej róŜnicy pomiędzy wariantami A i C; szarym kolorem zaznaczono wskaźniki 
oznaczane w obecności glukozy  
Table 19. The comparison of soil biological indices in surface layers of control soils (A) and soils irri-
gated with wastewater (C). For soils planted with poplar (No.1), willow (No.2) or grasses (No.6), that 
variant of soil irrigation (A or C) was denoted, which showed significantly higher value of the index; 
= means no significant difference between variants A and C; in grey – results in the presence of glucose  

Gleba – Soil 

Torfowo-murszowa 
Peat-muck 

Mineralno-
murszowa 

Mineral-muck 
Grupa Wskaźnik – Index 

Nr 1 Nr 2 Nr 6 

1) DHA 1A   2C  6C 
 Biomasa drobnoustrojów – Microbial biomass 1A   2C  6C 
 Katalaza – Catalase 1A   2C = 
 Cmic/Corg 1A   2C = 
 Emisja N2O – Emission N2O (Ac)a 1A   2C  6C 
 Redukcja gleby – Soil reduction (glc) 1A   2C  6C 
 Emisja H2 – Emission H2 (glc)  1A   2C = 
 ∆Cmic=%Corg 1A  =  6C 

2) qCO2  1C 2A  = 
 Emisja CH4 – Emission CH4 (glc)  1C 2A   6C 
 DHA (glc)  1C 2A  = 
 Mineralizacja netto glukozy – Net glucose 

mineralization  
 1C 2A  = 

      

3) ΣCO2 mg C·kg–1 (12 d)b  1C  2C  6C 
 Pobór O2 – Uptake O2 (12 d)b  1C  2C  6C 
 Utlenianie CH4–Oxidation CH4 (tempo-rate)  1C  2C  6C 
 Pobór O2 – Uptake O2 (glc)  1C  2C  6C 
 Sorpcja H2 – Sorption H2 (glc)   1C  2C  6C 
 Emisja N2O – Emission N2O (glc)   1C  2C = 
 Sorpcja N2O – Sorption N2O (glc)   1C  2C = 
 ΣCO2 mg C·kg–1 (glc)  1C =  6C 
 C:N  1C  2C  6C 
 RQ =  2C  6C 
 Fe+2 ,c = = = 
 Fe+2 (glc)c = = = 
 Odporność na redukcję – Redox resistance  = = = 
a(Ac) – w obecności – in the presence of C2H2;

 b(12 d) – wartość dotycząca 12 dnia inkubacji – 
for 12th day of incubation; c– frakcja ekstrahowana – fraction extracted with 0.05 M H2SO4 
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W pierwszej grupie umieszczone zostały wielkości, które pod wpływem ście-
ków uległy obniŜeniu w glebie pod topolą (1A > 1C), a podwyŜszeniu w glebie 
z uprawą wierzby (2C > 2A) i mieszanki traw (6C > 6A lub 6C = 6A). Grupa ta obję-
ła uniwersalne wskaźniki aktywności drobnoustrojów glebowych: czynność dehy-
drogenaz i katalazy, biomasę drobnoustrojów, wskaźnik dostępności węgla 
Cmic/Corg, a takŜe wydzielanie N2O oraz intensywność procesów redukcji mierzoną 
obniŜeniem Eh i wydzielaniem H2 w obecności glukozy. 

W drugiej grupie znalazły się współczynnik metaboliczny qCO2, aktywność po-
tencjalna dehydrogenaz, metanogeneza i mineralizacja netto glukozy. Wskaźniki te 
przyjmowały wartości wyŜsze w glebie o odmiennym sposobie nawadniania 
(w stosunku do poprzednio wskazanego w pierwszej grupie).  

Do trzeciej grupy zostały zakwalifikowane wielkości osiągające wyŜsze wartości 
we wszystkich glebach systematycznie zalewanych ściekami (C) oraz te, które nie 
uległy istotnej zmianie we wszystkich glebach (A = C). Grupa trzecia objęła aktyw-
ność respiracyjną (wydzielanie CO2 i pobór O2 bez dodatku glukozy jak równieŜ w jej 
obecności), współczynnik oddechowy RQ, aktywność metanotroficzną, denitryfika-
cję indukowaną glukozą oraz wskaźniki, które w kombinacjach ze wszystkimi rośli-
nami nie wykazały istotnych zmian po nawodnieniach: odporność na redukcję przy 
metabolizmie opartym na utlenianiu substratu natywnego i redukcję Fe. Wskaźniki te 
były mniej wraŜliwe na nawadnianie ściekami, niŜ aktywność oksydoreduktaz, bio-
masa mikroorganizmów i powstawanie N2O w obecności naturalnego substratu. 

Udział rośliny porastającej zalewaną glebę był znaczący w określaniu zmian 
statusu biologicznego gleby. Dobrze adaptująca się do nadmiernego uwilgotnienia 
wierzba sprzyjała utrzymaniu w warunkach polowych niŜszej wilgotności (średnia 
dla wierzchniej warstwy gleby zalewanej ściekami w doświadczeniu polowym 
130% w/w), a obniŜenie potencjału redoks o 55 mV w stosunku do kontroli było 
niewielkie (z 379 mV tylko do 324 mV).  

Natomiast w obecności słabiej rosnącej topoli odprowadzanie nadmiaru ście-
ków było mniejsze, średnia wilgotność warstwy wierzchniej sięgała 190% (w/w), 
a obniŜenie Eh w stosunku do kontroli wynosiło 234 mV, było więc silniejsze 
(z 435 mV do 201 mV), choć – jak na glebę systematycznie zalewaną – relatywnie 
niewielkie. Utrzymujące się niejednakowe warunki wodno-powietrzne w obu tych 
układach przyczyniły się do zróŜnicowania przemian związanych z przeobraŜeniem 
masy organicznej. Obecność wierzby zapewniała warunki wystarczające do prze-
biegu zmian prowadzących do udostępniania drobnoustrojom substancji organicz-
nych – nawet w trakcie prowadzonych nawodnień. Następowała stymulacja aktyw-
ności dehydrogenaz obserwowana juŜ w warunkach naturalnych (o 27% – prawie 
czterokrotnie wyŜsza, niŜ oznaczana po trzyletniej przerwie w warunkach modelo-
wych, o 7%). Natomiast materia organiczna zawarta w glebie porośniętej topolą 
podlegała przekształceniom prowadzącym do zmniejszenia dostępności węgla. 
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Aktywność dehydrogenaz była w tym układzie hamowana nie tylko w trakcie na-
wodnień (obniŜenie o 57%), lecz równieŜ po trzyletnim okresie przerwy (obniŜenie 
o 16%). NaleŜy tu zaznaczyć, Ŝe w warunkach polowych oddziaływanie zalewów 
czystą wodą było znacznie słabsze niŜ oddziaływanie ścieków, zatem substancje 
dostarczane ze ściekami wywierały wpływ na przebieg procesów. Wprowadzone ze 
ściekami związki biogenne początkowo prawdopodobnie stymulowały czynności 
Ŝyciowe drobnoustrojów we wszystkich układach. W glebie pod uprawą wierzby 
następowała adaptacja mikroorganizmów do danych warunków troficznych i dalszy 
ich rozwój przy korzystnym stanie wodno-powietrznym, wystarczającym dla prze-
obraŜania substancji organicznej. W pozostałych glebach nastąpiło wyczerpanie 
łatwiej dostępnego węgla oraz, przy niekorzystnych warunkach wodno-powietrz-
nych, utrudnienia dalszego jego uruchomienia. Dokładne określenie zmian substan-
cji organicznej wymaga przeprowadzenia szeregu dodatkowych analiz chemicz-
nych, dotyczących m.in. charakterystyki związków humusowych i zawartości roz-
puszczalnych związków organicznych (dissolved organic carbon) w glebach kon-
trolnych, zalewanych wodą i zalewanych ściekami. 

Wysoki poziom potencjalnej aktywności biochemicznej wykazany w obecności 
glukozy przez próbki gleby pobranej z pola obsadzonego topolą i zalewanego ścieka-
mi (nr 1C) przemawia za tym, Ŝe obniŜenie biomasy drobnoustrojów i aktywności 
opartej na wykorzystaniu substratów naturalnych nastąpiło w tej glebie wyniku 
zmniejszenia dostępności związków organicznych, a nie trwałego uszkodzenia mikro-
flory. MoŜliwość taka była jednak początkowo brana pod uwagę, poniewaŜ test dehy-
drogenaz, traktowany jako czuły wskaźnik zanieczyszczenie gleby, jest często stoso-
wany do określenia negatywnego wpływu czynników toksycznych na glebową mikro-
florę w warunkach polowych i laboratoryjnych. Doświadczenia wskazują, Ŝe gleba 
torfowo-murszowa z uprawą topoli nie spełnia warunków, potrzebnych do pełnienia 
funkcji bio-filtru dla ścieków miejskich. 

W trakcie prowadzonych nawodnień w doświadczeniu polowym, hamowanie 
aktywności dehydrogenaz pod wpływem ścieków (o 26%) obserwowano równieŜ 
w glebie mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6C). Jednak ze względu na 
inne właściwości tej gleby (np. niŜszą retencję wody, domieszkę frakcji mineral-
nych), niŜ właściwości gleby torfowo-murszowej z uprawą topoli, w okresie nastę-
pującym po zaprzestaniu zalewów miała miejsce silna poprawa warunków wodno-
powietrznych. Prawdopodobnie nastąpiła mobilizacja procesów prowadzących do 
udostępnienia drobnoustrojom glebowej materii organicznej. Gleba łąkowa, po-
przednio zalewana ściekami, po trzyletniej przerwie w stosowaniu nawodnień wy-
kazywała wyŜszą czynność dehydrogenaz, niŜ gleba kontrolna (o 18%).  

Dane zamieszczone w tabeli 19 wskazują, Ŝe kierunek zmian aktywności dehy-
drogenaz przyjmował kierunek taki sam jak biomasa drobnoustrojów oraz –
w glebach torfowo-murszowych – wskaźnik Cmic/Corg. Aktywność dehydrogenaz, 
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traktowana powszechnie jako ogólny wskaźnik aktywności oddechowej, Ŝywotno-
ści drobnoustrojów, wraŜliwości na zanieczyszczenia, okazała się być równieŜ czu-
łym wskaźnikiem zmian nie tylko zawartości Corg ale teŜ jego dostępności dla drob-
noustrojów heterotroficznych. 

W wyniku czteroletnich nawodnień oczyszczonymi ściekami wartość wskaźni-
ka C:N uległa podwyŜszeniu w kaŜdym układzie, lecz w glebie porośniętej topolą 
zmiana ta była trzykrotnie wyŜsza, niŜ w pozostałych glebach. W odniesieniu do 
gleb kontrolnych, w glebach zalewanych ściekami wartość C:N uległa podwyŜsze-
niu: z 16:1 do 19:1 w glebie porośniętej topolą (nr 1C), z 16:1 do 17:1 w glebie 
porośniętej wierzbą (nr 2C) oraz z 13:1 do 14:1 w glebie porośniętej trawami 
(nr 6C). Zasięg zmiany wskaźnika C:N odzwierciedlał przekształcenia zachodzące 
wskutek nawadniania ściekami. W przypadku gleby torfowo-murszowej z udziałem 
topoli, silnemu podwyŜszeniu wartości C:N w stosunku do kontroli towarzyszyło 
obniŜenie tempa procesów biologicznych i inna dystrybucja węgla organicznego, 
niŜ w przypadku gleby zalewanej w uprawie wierzby. 

Na szczególną uwagę zasługuje współczynnik metaboliczny qCO2. Wskaźnik ten 
zyskuje coraz większą popularność, poniewaŜ łącząc informacje o wielkości biomasy 
drobnoustrojów i aktywności oddechowej gleby, pozwala na porównanie badanych 
ekosystemów pod względem ich wydajności energetycznej. Wskaźnik ten wykorzy-
stywany jest zwłaszcza w warunkach silnego zanieczyszczenia i zakwaszenia gleby, 
przyjmuje przy tym wartości wyŜsze w środowisku mniej korzystnym dla drobno-
ustrojów. W glebie pod topolą zalewanej ściekami wartości qCO2 uległy podwyŜsze-
niu w stosunku do kontroli (1C > 1A), jednak jego wartość krytyczna, wynosząca ok. 
2 µg C-CO2·(mg Cmic)

–1·h–1, nie została przekroczona. Natomiast w glebie z uprawą 
wierzby wskaźnik qCO2 uległ obniŜeniu (2C < 2A). Wyniki te podkreślają trafność 
interpretacji zmian statusu biologicznego dokonanej na podstawie innych wskaźni-
ków. Zmiana ta była niekorzystna w glebie torfowo-murszowej w układzie ze słabo 
rosnącą topolą (przekształcenia implikujące konieczność zwiększenia natęŜenia pro-
cesów katabolicznych dla uzyskania energii potrzebnej do utrzymania funkcji Ŝycio-
wych drobnoustrojów) oraz korzystna w układzie z wierzbą (transformacje umoŜli-
wiające obniŜenie aktywności oddechowej dla rozwoju populacji, czyli większą efek-
tywność kataboliczną substratów). RóŜnica pomiędzy qCO2 materiału kontrolnego 
i nawadnianego ściekami gleby mineralno-murszowej porośniętej trawami (nr 6) była 
nieistotna. Jak moŜna przypuszczać, w glebie porośniętej trawami poprzednio zale-
wanej ściekami (nr 6C), w czasie trzyletniej przerwy w zalewach nastąpiły transfor-
macje prowadzące do zbliŜenia warunków siedliskowych do stanu obserwowanego w 
kontroli (nr 6A). Doświadczenia wykazały, Ŝe coraz częściej stosowane wskaźniki 
eko-fizjologiczne qCO2 i Cmic/Corg mogą mieć zastosowanie do opisu zmian zacho-
dzących w środowisku gleb organicznych nawadnianych ściekami.  
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Tendencja obniŜenia róŜnic pomiędzy glebami kontrolnymi i zalewanymi ście-
kami, widoczna w aktywności dehydrogenaz we wszystkich glebach po przerwaniu 
zalewów (w porównaniu do róŜnic obserwowanych w doświadczeniu polowym), 
a takŜe zmniejszenie róŜnic w innych wskaźnikach w przypadku gleby mineralno-
murszowej (bardziej podatnej na transformacje z uwagi na obecność frakcji mineral-
nych) sugerują, Ŝe proces zmian właściwości biofizycznych i biochemicznych jakie 
nastąpiły wskutek zaprzestania nawodnień, prawdopodobnie nie został ukończony, 
zatem charakterystyka tych gleb po upływie następnych lat mogłaby ulec zmianie. 

PowyŜsze rozwaŜania dotyczyły długotrwałego wpływu 4-letnich nawodnień 
ściekami na aktywność biologiczną, zauwaŜalnego jeszcze po upływie trzech lat od 
zaprzestania stosowania zabiegów. W krótkotrwałym, bezpośrednim kontakcie ze 
ściekami, podobnie jak w doświadczeniu z monolitami glebowymi, aktywność drob-
noustrojów nie była hamowana. Poziom ich aktywności był taki sam lub wyŜszy, niŜ 
w obecności wody destylowanej – równieŜ w glebie porośniętej topolą (nr 1). Zatem 
właściwości gleby modyfikowane były przez długotrwałe działanie ścieków – dopiero 
systematyczne zalewy uwidaczniały zmiany niekorzystne. W tabeli 20 zamieszczone 
zostały tylko te wskaźniki, które istotnie róŜniły się pomiędzy wariantami gleby (prób-
ka zalana wodą – W, próbka zalana ściekami – Śc), pozostałe wielkości pominięto.  

Tabela 20. Porównanie wskaźników aktywności biologicznej w glebach organicznych inkubowa-
nych w obecności wody (W) i ścieków (Śc). Znak równości oznacza brak istotnych róŜnicy. Szarym 
kolorem zaznaczono wskaźniki oznaczane w obecności glukozy. W tabeli pominięto te wskaźniki, 
które we wszystkich glebach wykazywały róŜnice nieistotne (W = Śc) 
Table 20. The comparison of soil biological indices characterizing organic soils flooded with dis-
tilled water (W) or wastewater (Śc). In grey – results in the presence of glucose. The indices not 
different in all soils (W = Śc) were omitted   

Gleba – Soil 
Wskaźnik – Index 

Nr 1 Nr 2 Nr 6 

ΣCO2 mg C kg–1 (12 d)a  1Śc  2Śc  6Śc 
Emisja N2O – Emission N2O   1Śc  2Śc  6Śc 
RQ  1Śc  2Śc  6Śc 
Sorpcja N2O – Sorption N2O (glc)  1Śc  2Śc  6Śc 
Emisja N2O – Emission N2O (glc)  = =  6Śc 
ΣCO2 mg C kg–1 (glc) =  2Śc = 
     

Emisja H2 – Emission H2 (glc)   1W     2W  = 
       
awielkość dotycząca 12 dnia inkubacji – for 12th day of incubation 

W próbkach zalanych ściekami obniŜone było jedynie wydzielanie H2, lecz ten 
aspekt aktywności, związany z gwałtownym spadkiem Eh w początkowej fazie 
inkubacji z glukozą, wskazuje raczej na uruchamianie innych szlaków metabolicz-
nych, niŜ na hamowanie przez ścieki. Wskazane warianty doświadczalne (W, Śc) 
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zostały zastosowane dla oceny krótkotrwałego, bezpośredniego działania ścieków. 
Przedstawione w tabeli dane sugerują, Ŝe róŜnice obserwowane we wskaźnikach 
biologicznych pomiędzy tymi wariantami wynikają przede wszystkim ze stymu-
lacji procesów produkcji i sorpcji N2O przez azotany(V) obecne w ściekach i to-
warzyszące im wydzielanie CO2. 

Początek inkubacji próbek glebowych charakteryzował się wzmoŜoną aktyw-
nością dehydrogenaz i respiracją, a w próbkach o niŜszym uwilgotnieniu (60% 
WHC) takŜe niewielkim, przejściowym obniŜeniem biomasy. Zjawiska te były 
wynikiem naturalnej adaptacji drobnoustrojów do nowych warunków powstałych 
wskutek naruszenia struktury gleby w trakcie przygotowania materiału. Następnie 
wartości qCO2 i qDHA ulegały obniŜeniu, a procesy oddechowe osiągały wartości 
stałe, co przy jednoczesnym przyroście biomasy drobnoustrojów wskazywało na 
generalnie korzystne warunki siedliskowe w badanych glebach oraz dobrą adapta-
cję drobnoustrojów. Przyrost biomasy drobnoustrojów i obniŜenie współczynników 
qCO2 i qDHA w czasie inkubacji obserwowano nawet w układzie z topolą (nr 1C), 
czyli glebie charakteryzującej się niŜszym poziomem aktywności biologicznej 
w porównaniu do gleby pobranej z pola kontrolnego.  

Typ gleby oraz uprawiana roślina istotnie róŜnicowały wskaźniki biologiczne 
gleb kontrolnych, bez poprzednich zalewów ściekami – zawartość biomasy, aktyw-
ność enzymatyczną i oddechową oraz inne procesy Ŝyciowe drobnoustrojów. Nie-
zaleŜnie od sposobu nawadniania, gleba o wyŜszej biomasie drobnoustrojów pre-
zentowała średnio wyŜszą aktywność dehydrogenaz, szybkość respiracji, kumulację 
CO2 i pobranie O2, niŜ gleba o biomasie niŜszej. Proste wyznaczone dla zaleŜności 
pomiędzy wskaźnikami miały podobny przebieg w glebach pobranych z poletek 
kontrolnych (A) i nawadnianych ściekami (C). Zatem mechanizmy regulujące me-
tabolizm drobnoustrojów w glebach o róŜnej zawartości ich biomasy nie zostały 
istotnie zmienione. Wyraźną róŜnicę obserwowano tylko w zaleŜności mineralizacji 
glukozy od Corg gleby (wydzielanie CO2 było bardziej dynamicznie w glebach na-
wadnianych ściekami). Wzajemne korelacje pomiędzy oznaczanymi wskaźnikami 
aktywności biologicznej potwierdziły ich uniwersalny charakter dla opisu procesów 
biogeochemicznych zachodzących w glebie. W czasie 12-dniowej inkubacji próbek 
glebowych mineralizacji do CO2 uległo 0,08-0,19% Corg. Zawartość Corg gleby de-
terminowała nie tylko oddychanie podstawowe, ale teŜ mineralizację glukozy.  

Badane gleby charakteryzowała wysoka odporność na redukcję. Właściwość ta 
odpowiadała prawdopodobnie za brak typowej reakcji drobnoustrojów na pełne zala-
nie oraz charakterystycznej zaleŜności pomiędzy naturalną aktywnością oksydore-
duktaz i Eh na wszystkich etapach badań. Silne zwiększenie intensywności metaboli-
zmu drobnoustrojów spowodowane wysokim dodatkiem cukru prostego wywołało 
przemiany specyficzne dla gleby zredukowanej, takie jak ujemne wartości Eh, uru-
chamianie Fe+2 (do 400 mg·kg–1), emisja H2 i ostatecznie wydzielanie metanu. Obec-
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ność N2O, Fe+2, H2 i CH4 rejestrowano przy wartościach Eh odpowiednio < 400 mV, 
< 300 mV, < 200 mV i < –50 mV. Graniczne wartości Eh, przy których następowało 
uruchamianie kolejnych układów redoks wykazywały sporą zbieŜność z danymi lite-
raturowymi dotyczącymi gleb mineralnych. Zatem bez względu na warunki zastoso-
wanej inkubacji i znaczną heterogenność układu glebowego, opisane relacje mają 
charakter uniwersalny, determinowany względami energetycznymi dominującej re-
akcji redoks. Wraz z obniŜaniem wartości Eh w czasie inkubacji gleby z wysokim 
dodatkiem glukozy (a takŜe metanu), aktywność dehydrogenaz istotnie wzrastała. 
Brak takiej korelacji w glebach bez wzbogacenia w dodatkowe źródło energii wyni-
kał ze specyficznych właściwości badanych gleb, pozwalających na utrzymanie wy-
sokiego potencjału redoks w trakcie kilkutygodniowego zalania pomimo wysokiej 
aktywności oksydoreduktaz i wykorzystania utlenianego substratu organicznego do 
rozwoju populacji (zwiększanie biomasy drobnoustrojów, Cmic). 

Materiał wierzchnich warstw badanych gleb organicznych wykazywał stosun-
kowo wysoki poziom biomasy drobnoustrojów i aktywności oksydoreduktaz oraz 
umiarkowaną aktywność oddechową. Ponadto wszystkie gleby nawadniane ście-
kami utrzymały cechy istotne przy systematycznym stosowaniu nawodnień, takie 
jak aktywność metanotroficzna, zdolność przeprowadzania całkowitej denitryfikacji 
do N2 oraz odporność na redukcję. Cechy te wskazują na przydatność badanych 
gleb do nawodnień ściekami pod warunkiem utrzymania odpowiednich stosunków 
wodno-powietrznych gleby i niskiej zawartości substancji organicznej w ściekach. 
ZastrzeŜenie budzi niekorzystne dla środowiska podwyŜszenie emisji CO2 utrzymu-
jące się po zaprzestaniu nawodnień we wszystkich glebach. 

Przeprowadzone doświadczenia polowe i modelowe wykazały konieczność 
kontynuacji badań w celu wyjaśnienia następujących problemów: 
�  roli związków humusowych oraz połączeń mineralno-organicznych w kształ-

towaniu właściwości redoks gleby; 
�  braku odzwierciedlenia intensywnego transportu elektronów w komórkach 

drobnoustrojów (wysoka aktywność oksydoreduktaz) w przepływie elektro-
nów w roztworze glebowym (utrzymywanie stałego poziomu Eh); 

�  oddziaływania ścieków na właściwości wodne gleby (wilgotność gleby nawad-
nianej ściekami niekiedy wyŜsza od wilgotności gleby nawadnianej opadami 
atmosferycznymi); 

� odniesienia badanych właściwości biologicznych do cech fizyko-chemicznych 
charakteryzujących gleby organiczne o róŜnym stopniu zmurszenia, takich 
jak zawartość oraz skład kwasów humusowych, rozpuszczalnych związków 
organicznych (DOC) i frakcji Corg o róŜnej podatności na utlenianie, w kon-
tekście zmian wywołanych nawadnianiem ściekami. 
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5. WNIOSKI  

Do oceny złoŜonych procesów biologicznych w glebach organicznych nawadnia-
nych oczyszczonymi ściekami miejskimi zastosowano oryginalne kompleksowe 
podejście metodyczne. Dla wyjaśnienia mechanizmu zmian w glebie obserwowa-
nych na etapie badań polowych, które zgodnie z przewidywaniami były trudne do 
interpretacji, przeprowadzono doświadczenia modelowe w kontrolowanych wa-
runkach laboratoryjnych na materiale glebowym w monolitach i próbkach 
z wierzchnich warstw. Sformułowano następujące wnioski:  

1. Systematyczne czteroletnie nawadnianie gleb organicznych oczyszczonymi 
ściekami miejskimi istotnie wpływało na aktywność biologiczną gleby. Reak-
cja drobnoustrojów na nawadnianie oraz trwałość zmian po zaprzestaniu za-
lewów w sposób znaczący zaleŜała od typu gleby, warstwy w profilu, dawki 
ścieków i uprawianej rośliny.  

2. Właściwości materiału glebowego były w warunkach naturalnych i laboratoryj-
nych modyfikowane przez długotrwałe działanie ścieków. Działanie krótkotrwa-
łe (bezpośrednie) ścieków niewiele róŜniło się od oddziaływania wody, w wa-
runkach laboratoryjnych dotyczyło głównie stymulacji procesu denitryfikacji. 

3. Analiza uzyskanych wyników z badań laboratoryjnych ujawniła silne prze-
kształcenia materiału glebowego pobranego z wierzchnich warstw, prowadzące 
do zmian dostępności węgla organicznego oraz modyfikacji zawartości bioma-
sy drobnoustrojów i ich aktywności biochemicznej. Zmiany statusu biologicz-
nego determinowane były warunkami wodno-powietrznymi gleby w trakcie 
nawodnień oraz były trwałe w glebie torfowo-murszowej (korzystne w uprawie 
wierzby, niekorzystne w obecności topoli) i nietrwałe w glebie mineralno-
murszowej porośniętej trawami (poprawa warunków ekosystemu następująca 
po trzyletniej przerwie w zalewach). 

4. Oznaczenia laboratoryjne aktywności potencjalnej (indukowanej glukozą) wy-
kazały, Ŝe obniŜenie aktywności biologicznej materiału glebowego w wyniku 
stosowania nawodnień nie wynikało z toksycznego działania ścieków, lecz było 
efektem zmian dostępności substratu węglowego dla drobnoustrojów heterotro-
ficznych. Jednocześnie relacje pomiędzy wskaźnikami wyznaczone dla gleb 
kontrolnych i gleb nawadnianych ściekami przebiegały w podobny sposób 
z wyjątkiem indukowanego przez glukozę wydzielania CO2 zmienianego przez 
obecny Corg bardziej dynamicznie w glebach nawadnianych, niŜ kontrolnych.  
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5. Nawadnianie gleb ściekami spowodowało wzrost zawartości Corg, NH4
+, NO3

– 
i wskaźnika C:N oraz obniŜenie pH materiału z wierzchnich warstw gleb nieza-
leŜnie od rośliny uwzględnionej w doświadczeniu.  

6. Materiał z wierzchnich warstw badanych gleb organicznych charakteryzował 
się wyjątkowo wysoką odpornością na redukcję niezaleŜnie od zmian statusu 
biologicznego wywołanych nawodnieniami. Pomimo wysokiego poziomu ak-
tywności oksydoreduktaz, procesy biochemiczne oparte na utlenianiu natyw-
nych substratów organicznych w czasie zalania wodą lub ściekami nie powo-
dowały zmian w kierunku redukcji.  

7. Przemiany redoks typowe dla próbek pobranych z aktywnych biologicznie 
gleb zalanych, w warunkach laboratoryjnych zachodziły pod wpływem wyso-
kiego dodatku glukozy lub metanu. Wraz z obniŜaniem Eh istotnie wzrastała 
aktywność dehydrogenaz, relacja ta obserwowana była niezaleŜnie od kierun-
ku zmiany zawartości biomasy drobnoustrojów i jej aktywności w wyniku 
stosowania nawodnień ściekami.  

8. Ocena wskaźników aktywności biologicznej gleby wykazała, Ŝe informacje 
dostarczane przez te wskaźniki są spójne, uzupełniają się i dobrze opisują zmia-
ny w ekosystemie gleby. Badania laboratoryjne wykazały, Ŝe współczynnik od-
dechowy qCO2 moŜe, obok wskaźnika Cmic/Corg, być uŜyteczny dla określenia 
zmian dostępności węgla w glebach nawadnianych ściekami. Funkcję taką moŜe 
teŜ pełnić test aktywności dehydrogenaz, traktowany dotąd głównie jako wskaź-
nik ogólnej aktywności biologicznej gleby, aktywności oksydatywnej i wraŜli-
wości drobnoustrojów na zanieczyszczenie środowiska.  

9. Materiał z wierzchnich warstw wszystkich gleb nawadnianych ściekami (nieza-
leŜnie od zmiany biomasy drobnoustrojów i aktywności oksydoreduktaz), 
w warunkach laboratoryjnych wykazywał wyŜszą aktywność metanotroficzną, 
niŜ materiał gleb kontrolnych oraz utrzymywał zdolność przeprowadzania peł-
nej denitryfikacji do N2 i wysoką odporność na redukcję. Zaprzestanie nawod-
nień spowodowało niekorzystne dla środowiska podwyŜszenie aktywności od-
dechowej (emisji CO2) materiału glebowego. 

10. Uzyskane wyniki badań właściwości biologicznych gleb organicznych nawad-
nianych oczyszczonymi ściekami miejskimi wskazują na ich przydatność do 
nawodnień ściekami – pod warunkiem utrzymania odpowiednich stosunków 
wodno-powietrznych gleby i niskiej zawartości substancji organicznej w ście-
kach. Korzystne efekty uzyskano na glebie z plantacją wierzby w porównaniu 
do innych upraw (topoli i trawy).  
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7. STRESZCZENIE 

Praca przedstawia wyniki badań dotyczących wpływu nawadniania gleb orga-
nicznych oczyszczonymi ściekami miejskimi na ich aktywność biologiczną na tle 
wybranych właściwości i procesów fizyko-chemicznych istotnych z punktu widzenia 
nadmiernego uwilgotnienia gleby. Badania oparto na doświadczeniu polowym oraz 
doświadczeniach laboratoryjnych na monolitach glebowych i na próbkach wierzch-
niej warstwy gleb, przeprowadzonych bez udziału roślin po trzyletniej przerwie 
w nawodnieniach. Uzyskane wyniki wykazały, Ŝe systematyczne nawadnianie gleb 
organicznych ściekami istotnie wpływało na status biologiczny gleby, a intensywność 
i kierunek zmian aktywności znacząco zaleŜały od typu gleby, warstwy w profilu, 
uprawianej rośliny i dawki ścieków. W trakcie prowadzonych nawodnień aktywności 
dehydrogenaz i katalazy były hamowane w profilach gleby torfowo-murszowej poro-
śniętej topolą (Populus nigra i Populus alba) oraz mineralno-murszowej porośniętej 
trawami (z dominacją Alopecurus pratensis, Phalaris arundinacea i Festuca praten-
sis), natomiast stymulowane w glebie torfowo-murszowej z uprawą wierzby (Salix 
americana i Salix viminalis). Po zaprzestaniu nawodnień zmiany te pozostały utrzy-
mane w glebie z udziałem topoli. W glebie mineralno-murszowej łąkowej zaniecha-
nie zalewów spowodowało podwyŜszenie aktywności oksydoreduktaz, natomiast 
w glebie z uprawą wierzby stymulacja pozostała w wierzchniej warstwie. Właściwo-
ści gleby były modyfikowane przez długotrwałe działanie ścieków. Bezpośrednie 
działanie ścieków niewiele róŜniło się od oddziaływania czystej wody, w warunkach 
laboratoryjnych dotyczyło głównie stymulacji procesu denitryfikacji. 

Analiza uzyskanych wyników z badań laboratoryjnych przeprowadzonych po 
upływie trzech lat od zaprzestania nawodnień ujawniła silne przekształcenia materiału 
glebowego z wierzchnich warstw, prowadzące do zmian dostępności węgla organicz-
nego oraz modyfikacji zawartości biomasy drobnoustrojów i ich aktywności bioche-
micznej. W wierzchniej warstwie (0-10 cm) gleby obsadzonej topolą czteroletnie 
systematyczne nawadnianie ściekami (120 cm rocznie) spowodowało pogorszenie 
warunków bytowania drobnoustrojów. W porównaniu do gleby kontrolnej nastąpiło 
obniŜenie biomasy drobnoustrojów, wskaźnika Cmic/Corg oraz aktywności biologicznej 
opartej na wykorzystaniu natywnych substratów organicznych (aktywność dehydro-
genaz i katalazy, emisji N2O), natomiast podwyŜszenie współczynnika metaboliczne-
go qCO2. Intensywna mineralizacja wprowadzonej glukozy oraz wysoka aktywność 
potencjalna (indukowane glukozą dehydrogenazy, wydzielanie metanu) wskazują 
jednak, Ŝe obniŜenie biomasy drobnoustrojów i ich aktywności nie wynikało z uszko-
dzenia populacji, lecz zmniejszenia dostępności substratu organicznego. 

W wierzchniej warstwie gleby porośniętej wierzbą zabiegi spowodowały po-
prawę warunków rozwoju drobnoustrojów. Aktywność aktualna uległa podwyŜsze-
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niu (biomasa drobnoustrojów, wskaźnik Cmic/Corg, aktywność dehydrogenaz i kata-
lazy, emisja N2O), a wskaźnik qCO2 obniŜeniu, natomiast funkcje aktywności po-
tencjalnej (indukowane glukozą dehydrogenazy, metanogeneza, mineralizacja glu-
kozy) pozostały wyŜsze w glebie kontrolnej. 

Zaprzestanie zabiegów przeprowadzonych na glebie porośniętej trawami spo-
wodowało zmiany korzystne w odniesieniu do materiału kontrolnego. PodwyŜsze-
niu uległa biomasa drobnoustrojów, aktywność dehydrogenaz i wydzielanie N2O. 
Wskaźniki Cmic/Corg, qCO2 i czynność katalazy, a takŜe aktywność potencjalna 
wierzchniej warstwy gleby pozostały na poziomie kontrolnym. 

Pomimo relatywnie wysokiej aktywności biologicznej, materiał wierzchniej 
warstwy gleb wykazywał znaczną odporność na redukcję (w warunkach zalania 
Eh > 400 mV, Fe+2 < 20 mg·kg–1, stały poziom katalazy, brak typowej relacji Eh 
i oksydoreduktaz) niezaleŜnie od poprzedniego sposobu nawadniania. Przemiany 
o charakterze redukcji zachodziły dopiero pod wpływem wysokiego dodatku glu-
kozy lub metanu. Obecność N2O, Fe+2, H2 i CH4 rejestrowano, odpowiednio, przy 
Eh < 400 mV, < 300 mV, < 200 mV i < –50 mV. Jednocześnie z obniŜaniem warto-
ści Eh następowała silna stymulacja aktywności dehydrogenaz. 

Wierzchnie warstwy wszystkich gleb nawadnianych ściekami wykazywały wyŜ-
sze wartości Corg, NH4

+, NO3
–, C:N, nieco niŜsze pH, a takŜe wyŜszą aktywność od-

dechową i metanotroficzną, niŜ gleby kontrolne. NiezaleŜnie od zabiegów, gleba 
o wyŜszej biomasie drobnoustrojów prezentowała średnio wyŜszą aktywność dehy-
drogenaz, szybkość respiracji, kumulację CO2 i pobranie O2. Zawartość Corg istotnie 
determinowała aktywność dehydrogenaz i oddychanie (podstawowe i indukowane 
glukozą). Oznaczenie tzw. wskaźników eko-fizjologicznych gleby Cmic/Corg i qCO2 
moŜe być przydatne dla określenia kierunku zmian statusu biologicznego gleby 
w wyniku prowadzonych nawodnień. Gleby nawadniane ściekami utrzymały cechy 
istotne przy systematycznym stosowaniu nawodnień: aktywność metanotroficzną, 
zdolność przeprowadzania całkowitej denitryfikacji do N2 i odporność na redukcję. 
Cechy te wskazują na przydatność badanych gleb do nawodnień ściekami – pod wa-
runkiem utrzymania odpowiednich stosunków wodno-powietrznych gleby i niskiej 
zawartości substancji organicznej w ściekach. ZastrzeŜenie budzi podwyŜszenie ak-
tywności oddechowej (emisji CO2) utrzymujące się po zaprzestaniu nawodnień. 

Słowa kluczowe: aktywność biologiczna, gleba organiczna, oczyszczone ścieki 
miejskie, biomasa drobnoustrojów, przemiany redoks 
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8. SUMMARY 

IMPACT OF TREATED WASTEWATER ON BIOLOGICAL ACTIVITY  
AND ACCOMPANYING PROCESSES IN ORGANIC SOILS 

(Field and model experiments)  
 
The work presents investigations of the impact of wastewater irrigation 

of organic soils (Terric Histosol and Histi-Mollic Gleysol) on their biological 
activity at a background of some physico-chemical properties and processes being 
essential under flooding conditions. The results of field experiments were, in 
accordance with prevision, difficult for unequivocal interpretation. Therefore, 
model studies under controlled laboratory conditions with soil monoliths and soil 
samples were performed.  

The results showed that periodic soil irrigation with wastewater significantly 
affected its biological status, and intensity and a trend of these changes strongly 
depended on soil type, soil depth, plant cover and wastewater dose. Under field 
conditions, the activity of soil dehydrogenases and catalase was inhibited in peat- 
muck soil under poplar (Populus nigra and Populus alba) and in mineral-muck 
soil with grass cover (with domination of Alopecurus pratensis, Phalaris arun-
dinacea and Festuca pratensis), whereas it was stimulated in peat-muck soil 
planted with willow (Salix americana and Salix viminalis). The persistence of 
these changes, as determined in the laboratory three years after the irrigation was 
stopped, depended significantly on the previous soil-plant combination. The inhi-
bition was observed in soil under poplar, and it was unstable in meadow soil 
where both dehydrogenases and catalase increased down to 50 cm depth. In turn, 
the stimulation of dehydrogenase activity in soil planted with willow was main-
tained in surface layer only.  

Various indicators used to study the surface soils (0-10 cm) under laboratory 
conditions revealed a strong transformation in physiological status of microbial 
community in soils subjected to 4-year irrigation with wastewater (120 cm per 
year) as compared to the control soils. The deterioration of soil biological proper-
ties under poplar was evidenced by a decrease in microbial biomass and bio-
chemical activities which are related to the ability of the native organic matter 
utilization (dehydrogenase and catalase activities, N2O formation) and confirmed 
by an increase of metabolic quotient (qCO2) and a decrease of Cmic-to-Corg ratio. 
However, a high level of potential activity revealed from mineralization of the 
added glucose, indicated that no detrimental effects in microbial populations 
of previously irrigated soil took place.  
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By contrast, the irrigation of soil planted with willow improved its microbial 
status as measured by an increase of C availability (Cmic-to-Corg ratio), microbial 
biomass and actual activity (dehydrogenase and catalase activities, N2O evolu-
tion) as well as in a decrease of qCO2. The potential activity induced by glucose 
addition remained higher in the control soil.  

The brake of wastewater irrigation of meadow soil caused some beneficial 
transformations in surface layer (increase in microbial biomass, dehydrogenase 
activity, N2O formation) with no changes in Cmic-to-Corg, qCO2 index, and activi-
ties stimulated by glucose.  

Despite of relatively high level of the biochemical activity, the tested soils 
sampled from both control and irrigated plots showed very high redox resistance. 
Under prolonged flooding, soil samples showed redox potential Eh > 400 mV, 
Fe+2 < 20 mg kg–1, high activity of catalase (enzyme specific for aerobic metabo-
lism) and no typical relation between Eh and soil oxidoreductases. By contrast, 
the intensive redox processes were observed in soil samples amended with glu-
cose and N2O, Fe+2, H2 and CH4 were detected at Eh < 400 mV, < 300 mV, 
< 200 mV and < –50 mV, respectively. A decrease in redox potential under soil 
hypoxia was followed by significant increase in the dehydrogenase activity.  

All soils irrigated with wastewater showed lower pH, higher contents of Corg, 
NH4

+, NO3
–, higher C:N ratios, larger respiration and methanotrophic activities 

than the control soils. Independently on the irrigation, soils with higher Cmic and 
Corg showed higher dehydrogenase and respiration activities. The qCO2 and 
Cmic-to-Corg ratio could be useful indexes in the study of the trend of biological 
activity changes in organic soils irrigated with wastewater.  

Despite of some disadvantageous transformations, all soils maintained poten-
tial ability for methanotrophic activity, complete denitrification to N2, and redox 
resistance. These properties emphasized the adaptability of tested organic soils to 
irrigation with wastewater, however supporting proper soil air-water conditions, 
as well as low organic matter content in wastewater is necessary.  

Keywords: biological activity, organic soil, municipal wastewater, microbial 
biomass, redox processes 
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