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Streszczenie: Celem podjętych badań było określenie oddziaływania nadtlenku wapnia na aktywność wybranych enzymów  
oksydoredukcyjnych: dehydrogenaz, oksydazy o-difenolowej oraz katalazy w glebie zanieczyszczonej olejem kreozotowym.  

Doświadczenie laboratoryjne przeprowadzono na próbkach gleb pobranych z poziomu ornopróchnicznego (0÷30 cm) ziem  

rdzawych typowych (piasek gliniasty, Corg 8.7 g·kg‒1). Do części ziemistych pobranego materiału glebowego wprowadzono  
w różnych kombinacjach olej kreozotowy typu C (w ilościach 0 i 50 g·kg‒1) oraz nadtlenek wapnia (w ilościach 0, 100 i 200  

mg·kg‒1). Próbki doprowadzono do 60% maksymalnej pojemności wodnej i przechowywano w szczelnie zamkniętych szklanych  
pojemnikach w temperaturze 20°C. We wszystkich kombinacjach oznaczono w 1., 7., 14. i 28. dniu doświadczenia aktywność  
dehydrogenaz, oksydazy o-difenolowej oraz katalazy. Zanieczyszczenie gleby olejem kreozotowym w dawce 50 g·kg‒1  

spowodowało inhibicję aktywności oznaczanych oksydoreduktaz, co szczególnie uwidoczniło się w aktywności oksydazy  
o-difenolowej oraz katalazy. Wprowadzenie nadtlenku wapnia w dawce 100 mg·kg‒1 zarówno do gleby zanieczyszczonej, jak  
i niezanieczyszczonej olejem kreozotowym w niewielkim stopniu spowodowało zmiany aktywności oznaczanych enzymów.  
Natomiast zastosowanie CaO2 w dawce 200 mg·kg‒1 przyczyniło się do poprawy aktywności dehydrogenaz i katalazy w glebie  
zawierającej olej kreozotowy. 

 

Słowa kluczowe: olej kreozotowy; nadtlenek wapnia; aktywność enzymatyczna; gleba 

 
Abstract: The aim of study was the assessment of calcium peroxide influence on some oxidoreductases (dehydrogenase,  

o-diphenol oxidase, catalase) activities in soil contaminated with creosote. The laboratory experiment was carried out on  

loamy sand samples with organic carbon content of 8.7 g·kg‒1. Different combination of creosote (0 and 50 g·kg‒1) and calcium  

peroxide (0, 100 and 200 mg·kg‒1) were added to soil samples. The soil samples were adjusted to 60% maximum water  

holding capacity, and they were incubated in tightly closed glass containers at a temperature of 20°C. Activity of dehyd- 

rogenase, o-diphenol oxidase and catalase was determined on day 1, 7, 14 and 28. Soil contamination with creosote caused  

inhibition of analyzed oxidoreductases, especially o-diphenol oxidase and catalase. Application of calcium peroxide at the  

dosage of 100 mg·kg‒1 to non-contaminated soil and to soil with creosote usually had only a little impact on the activity of  

determined enzymes. However application of CaO2 at the dosage of 200 mg·kg‒1 caused increase in dehydrogenase and  

catalase in soil containing creosote. 
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1. Wstęp 

1 

Olej kreozotowy, stosowany do impregnacji drewnianych  

podkładów kolejowych, jest mieszaniną wielopierścienio- 

wych węglowodorów aromatycznych (w tym m.in. naftalenu,  
antracenu, fenantrenu, chryzenu), stanowiących od 80 do  
90% składników oleju oraz składników zasadowych i kwaś- 

nych – krezoli, fenoli czy metylowych pochodnych piryny  

i innych [1]. Zgodnie z Rozporządzeniem Parlamentu Euro- 

pejskiego i Rady (UE) nr 528/2012 z dnia 22 maja 2012 r. [2],  

od 1 maja 2013 r. kreozot, stosowany do impregnacji pod- 

kładów kolejowych, uznano za bezprogowy czynnik rakotwór- 
czy i sklasyfikowano jako substancję rakotwórczą kategorii  

1B, a niektóre z wielopierścieniowych węglowodorów aroma- 
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tycznych (WWA) uznano za trwałe, zdolne do bioakumulacji  
i toksyczne [3].

Ze względu na wysoką toksyczność, konieczne jest po- 

szukiwanie skutecznych metod bioremediacji gleby skażonej  
olejem kreozotowym. Dotyczy to przede wszystkim obszarów  
szczególnie narażonych na zanieczyszczenie olejem kreo- 

zotowym, np. na terenie nasycalni podkładów kolejowych.  
Jak podają Liu i in. [4], jedną z obiecujących metod jest  
zastosowanie nadtlenków. Podczas rozkładu tych związków,  
powstaje nadtlenek wodoru, który jest z jednej strony źródłem  
tlenu dla mikroorganizmów zdolnych do biodegradacji wielo- 

pierścieniowych węglowodorów aromatycznych, a z drugiej  
powstają z niego rodniki hydroksylowe, zdolne do utleniania  

zanieczyszczeń organicznych [5]. 

Badania wielu autorów wykazały, że wprowadzenie do  
gleby nadtlenku wapnia jest jednym z najbardziej skutecznych  

sposobów usuwania z gleby wielopierścieniowych węglowo- 
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dorów aromatycznych, tetrachloroetylenu czy 2,4,6-trinitroto-

luenu [6‒10]. Niska rozpuszczalność tego związku umożliwia  

ciągłe uwalnianie nadtlenku wodoru i tlenu przez długi okres  
czasu. Ponadto, dodanie nadtlenku wapnia, umożliwia rozkład  
zanieczyszczeń w szerokim zakresie pH.

Jednym ze wskaźników oceny stanu jakości środowiska  
glebowego, jak i szybkości rozkładu substancji ropopochod- 

nych jest aktywność enzymatyczna [11]. Większość enzymów  
biorących udział w degradacji węglowodorów należy do klasy  
oksydoreduktaz [12]. 

Celem podjętych badań było określenie oddziaływania  
nadtlenku wapnia na aktywność wybranych enzymów oksy- 

doredukcyjnych: dehydrogenaz, oksydazy o-difenolowej oraz  

katalazy w glebie zanieczyszczonej olejem kreozotowym. 

 

2. Część eksperymentalna 

 
Doświadczenia przeprowadzono w Laboratorium Diagnos- 

tycznym Stanu Środowiska Przyrodniczego Katedry Fizjologii  
Roślin i Biochemii Zachodniopomorskiego Uniwersytetu  
Technologicznego w Szczecinie, na próbkach gleb pobranych  
z poziomu ornopróchnicznego (0÷30 

cm) ziem rdzawych typo- 

wych z terenu Rolniczej Stacji Doświadczalnej w Lipniku (woj.  
zachodniopomorskie). 

Gleba ta charakteryzuje się składem granulometrycznym  
piasku gliniastego oraz zawartością węgla organicznego  
8.7

 
g

 
C·kg

‒1. Do części ziemistych pobranego materiału gle- 

bowego wprowadzono w różnych kombinacjach olej kreo- 

zotowy typu C (w ilościach 0 i 50 g·kg‒1
) oraz nadtlenek wap- 

nia – CaO2 (w ilościach 0, 100 i 200 mg·kg‒1
). 

Następnie doprowadzono wilgotność gleby do 60%  
maksymalnej pojemności wodnej. Glebę dokładnie wymie- 

szano i przechowywano w szczelnie zamkniętych szklanych  
pojemnikach typu twist w temperaturze 20°C. We wszystkich  

kombinacjach w trzech powtórzeniach badano aktywność  
dehydrogenaz [13], oksydazy o-difenolowej [14] oraz katalazy  

[15] w 1., 7., 14. i 28. dniu doświadczenia. Substratami do  
oznaczania aktywności dehydrogenaz był chlorek 2,3,5-tri- 

fenylotetrazolu (TTC), katalazy – nadtlenek wodoru, a oksy- 

dazy o-difenolowej – katechol i prolina. Do sporządzania  
roztworów wykorzystano wodę zdejonizowaną o średniej  
przewodności właściwej 0.15 μS·cm

‒1
 i napięciu powierz- 

chniowym 72.3 mN·m‒1
 w temperaturze 25°C. W oznacze- 

niach spektrofotometrycznych zastosowano spektrofotometr 

UV-1800 (Shimadzu). 

W oparciu o otrzymane wyniki aktywności oksydoreduktaz  
obliczono indeks oddziaływania nadtlenku wapnia, zgodnie ze  
wzorem podanymi przez Kaczyńską i in. [16]:
 

IF
An.w.

A
(1) 

 

IF – indeks oddziaływania nadtlenku wapnia; A – aktywność  
oksydoreduktaz w glebie kontrolnej (A0) lub w glebie zanie- 

czyszczonej olejem kreozotowym (Ao.k.); An.w. – aktywność  
oksydoreduktaz w glebie po aplikacji nadtlenku wapnia. 

Wartości IF równe 1 świadczą o braku wpływu nadtlenku  
wapnia na aktywność oksydoreduktaz, natomiast wartości  
powyżej i poniżej 1 wskazują odpowiednio na inhibicję i sty- 

mulację aktywności enzymu. 
Otrzymane wyniki opracowano statystycznie przy użyciu  

oprogramowania STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc.). Grupy  

jednorodne wyznaczono na podstawie obliczonych testem  

Tukey’a najmniejszych istotnych różnic na poziomie p < 0.05.  

Ponadto w oparciu o analizę wariancji η2
 określono pro- 

centowy udział poszczególnych czynników w zmianie aktyw- 

ności oksydoreduktaz. 
 

3. Wyniki i dyskusja 

 
Aktywność oznaczanych enzymów w glebie bez dodatku  

oleju kreozotowego oraz nadtlenku wapnia w trakcie trwania  

doświadczenia kształtowała się na poziomie: dehydrogenazy  
– 8.45–20.68 mg TPF·(kg·s.m.·16 h)

‒1
, oksydaza o-difenolowa  

– 2.04–3.25 mmol utlenionego katecholu·(kg·s.m.·10 min)
‒1

,  

katalaza – 2.70–3.54 mmol H2O2·(kg·s.m.·min)
‒1

. Wprowadze- 

nie do gleby oleju kreozotowego w ilości 50 g·kg‒1
 spowodo- 

wało w 1. i 7. dniu doświadczenia istotny statystycznie wzrost  
aktywności dehydrogenaz odpowiednio o 50.4 i 48.5% w sto- 

sunku do gleby kontrolnej. W kolejnych terminach pomiarów  
(14. i 28. dzień doświadczenia) odnotowano inhibitujące dzia- 

łanie oleju kreozotowego na aktywność tej grupy enzymów  
(o 36.4 i 51.2% w odniesieniu do kontroli). Natomiast aktyw- 

ność oksydazy o-difenolowej oraz katalazy w glebie z do- 

datkiem oleju kreozotowego w trakcie trwania całego doś- 

wiadczenia była niższa niż w glebie kontrolnej, odpowiednio  
o 65.4–79.3% i 43.8–82.0% (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Wpływ oleju kreozotowego na aktywność oksydoreduktaz w glebie. 

Ilość oleju kreozotowego (g·kg‒1
) 

Dzień doświadczenia 

1 7 14 28 

Dehydrogenazy (mg
 
TPF·(kg·s.m.·16 h)

‒1
) 

0   8.45
b
   8.93

b
 11.13

a
 20.68

a
 

50 12.71
a
 13.26

a
   7.08

b
 10.10

b
 

Oksydaza o-difenolowa (mmol utlenionego katecholu·(kg·s.m.·10 min)
‒1

) 

0   3.25
a
   2.04

a
   2.14

a
   2.09

a
 

50   0.67
b
   0.71

b
   0.59

b
   0.56

b
 

Katalaza (mmol H2O2·(kg·s.m.·min)
‒1

) 

0   3.54
a
   2.96

a
   2.70

a
   3.33

a
 

50   1.84
b
   1.31

b
   1.01

b
   0.50

b
 

Wartości w obrębie kolumn, dotyczące danego enzymu, oznaczone tymi samymi literami nie różnią się istotnie na poziomie  
p < 0.05. 
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Badania wielu autorów wykazały, że aktywność enzy- 

matyczna jest bardzo dobrym wskaźnikiem służącym do  
oceny zanieczyszczenia gleby substancjami ropopochodnymi,  

zwłaszcza wielopierścieniowymi węglowodorami aromatycz- 

nymi [5,17–20]. Głównymi składnikami oleju kreozotowego są  
właśnie WWA [21], a w ich biodegradację zaangażowane są  
przede wszystkim enzymy oksydoredukcyjne wydzielane  

przez grzyby [22]. Jednakże Bielińska i in. [23] podają, że  
relacje między aktywnością enzymatyczną a zawartością  
WWA w glebach są w dużej mierze determinowane poprzez  
stan środowiska kształtowanego intensywnością presji antro- 

pogenicznej. Ponadto Molnar i in. [24], badając szereg para- 

metrów fizycznych, chemicznych i biologicznych, wykazali, że  
istnieją lepsze wskaźniki biodegradacji oleju kreozotowego niż  
aktywność enzymatyczna jak np. ocena ekotoksyczności. 

W glebie niezanieczyszczonej olejem kreozotowym wpro- 

wadzenie nadtlenku wapnia w ilości 100 mg·kg‒1
 spowodo- 

wało w 1. i 28. dniu doświadczenia obniżenie aktywności de- 

hydrogenaz (wartości IF wynosiły odpowiednio 0.78 i 0.67). 

W dwóch pozostałych terminach pomiarów aktywność tej  
grupy enzymów była zbliżona do gleby kontrolnej. Natomiast  
po aplikacji CaO2 w ilości 200

 
mg·kg‒1

 odnotowano w 1. dniu  

doświadczenia spadek aktywności dehydrogenaz (IF = 0.89).  

W kolejnych dniach eksperymentu aktywność dehydrogenaz  
systematycznie wzrastała w porównaniu do gleby kontrolnej  
i w 7. dniu doświadczenia była zbliżona do kontroli (IF = 1.02),  

a w 14. i 28. dniu doświadczenia wystąpiła aktywacja tej gru- 

py (wartości IF wynosiły odpowiednio 1.47 i 1.61). 

Aktywność oksydazy o-difenolowej w glebie niezanie- 

czyszczonej olejem kreozotowym po wprowadzeniu obu  

dawek CaO2 uległa obniżeniu jedynie w 1. dniu doświad- 

czenia (wartości IF wynosiły odpowiednio 0.84 i 0.89),  

a w kolejnych terminach pomiarów była zbliżona do aktyw- 

ności w glebie kontrolnej (dla dawki 100 
mg·kg‒1

 IF od 0.98 do  

1.01, dla dawki 200
 
mg·kg‒1

 IF od 0.93 do 1.01). Ponadto  

we wszystkich dniach nie odnotowano istotnych statycznie  

różnic (p < 0.05) pomiędzy oddziaływaniem obu dawek  

nadtlenku wapnia na aktywność oksydazy o-difenolowej  
  

Rysunek 1. Wskaźniki oddziaływania nadtlenku wapnia na aktywność oksydoreduktaz w glebie niezanieczyszczonej olejem kre- 

ozotowym. 

Rysunek 2. Wskaźniki oddziaływania nadtlenku wapnia na aktywność oksydoreduktaz w glebie zanieczyszczonej olejem kre- 

ozotowym. 
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(Rysunek 1). 

Aktywność katalazy w glebie niezanieczyszczonej olejem  
kreozotowym po aplikacji obu dawek CaO2 nie uległa  
większym zmianom (wartości IF wynosiły odpowiednio 1.03  

i 1.02). W 7. dniu doświadczenia tendencja ta utrzymała się  
dla dawki 100

 
mg·kg‒1

, podczas gdy dawka 200
 
mg·kg‒1

 spo- 

wodowała inhibicję aktywności enzymu (IF = 0.88). Natomiast  

w dwóch kolejnych terminach pomiarów aktywność katalazy  
uległa niewielkiej stymulacji (dla dawki 100 

mg·kg‒1
 IF wynosił  

1.13 i 1.12, dla dawki 200
 
mg·kg‒1

 IF wynosił 1.17 i 1.06). 

W glebie zanieczyszczonej olejem kreozotowym dodatek  

nadtlenku wapnia w ilości 100 
mg·kg‒1

 wywołał w 1. dniu doś- 

wiadczenia wzrost (IF = 1.14), a w 7. i 28. dniu doświadczenia  
spadek (IF odpowiednio 0.86 i 0.78) aktywności dehydroge- 

naz. Natomiast po aplikacji CaO2 w ilości 200 
mg·kg‒1

 odno- 

towano stymulację tej grupy enzymów w pierwszych trzech  
terminach pomiarów (wartości IF od 1.12 do 1.46) oraz jej  

inhibicję w 28. dniu doświadczenia (IF = 0.91). Wprowadzenie  

CaO2 w obu ilościach jedynie w 14. dniu doświadczenia  
wywołało podwyższenie aktywności oksydazy o-difenolowej  

(dla dawki 100
 
mg·kg‒1

 IF wynosił 1.29, dla dawki 200
 
mg·kg‒1

  

1.20); w pozostałych terminach pomiarów zmiany aktywności  
enzymu nie przekraczały 0.1. Podobną zależność zaobser- 
wowano w przypadku katalazy po aplikacji nadtlenku wapnia

w ilości 100 
mg·kg‒1

 (IF w 14. dniu doświadczenia 1.19).  

Natomiast po dodaniu CaO2 w ilości 200 
mg·kg‒1

 aktywność  
katalazy w 1. dniu doświadczenia zbliżona była do gleby  
zanieczyszczonej olejem kreozotowym, w kolejnych dniach  

eksperymentu aktywność enzymu systematycznie wzrastała  
w porównaniu do gleby zanieczyszczonej olejem i w 28. dniu  
doświadczenia wartość IF wynosiła aż 2.83 (Rysunek 2). 

Analizując średnie wartości IF dla oznaczanych oksydo- 

reduktaz, stwierdzono, że po wprowadzeniu nadtlenku wap- 

nia, w większości przypadków były one podobne w glebie  
bez oleju kreozotowego, jak i z olejem kreozotowym. Ponadto  

zazwyczaj były one także zbliżone do 1. Jedynie aktywność  
katalazy w glebie zanieczyszczonej olejem kreozotowym  

uległa znacznej stymulacji po dodaniu CaO2 w ilości 200  

mg·kg‒1
 (IF = 1.61). Może to być spowodowane poprzez  

zwiększone uwalnianie do środowiska nadtlenku wodoru,  

który jest substratem katalazy [25]. Na uwagę zasługuje  
również podwyższenie aktywności dehydrogenaz po aplikacji  
CaO2 w ilości 200 

mg·kg‒1
 (Rysunek 3). 

Dostępne dane literaturowe wskazują, że zastosowanie  
nadtlenku wapnia, jak i innych nadtlenków przyspiesza deg- 

radację wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych  
w glebie [5,25,26] może jednak negatywnie oddziaływać na  
aktywność enzymów glebowych [5], co potwierdzają przed- 

  

 

Tabela 2. Procentowy udział czynników doświadczalnych w kształtowaniu aktywności oksydoreduktaz w glebie. 

Czynnik zmienności Dehydrogenazy 
Oksydaza  

o-difenolowa 
Katalaza 

Ilość oleju kreozotowego (A)   6.74 96.01 90.91 

Ilość CaO2 (B) 15.92 0.05   0.59 

Dzień doświadczenia (C) 13.73 1.96   0.70 

A × B   2.07 0.11   6.64 

A × C 51.72 1.64   0.62 

B × C   3.20 0.08   0.20 

A × B × C   6.16 0.05   0.16 

Błąd   0.44 0.10   0.19 

Rysunek 3. Średnie wartości wskaźników oddziaływania nadtlenku wapnia na aktywność oksydoreduktaz w glebie niezanie- 

czyszczonej i zanieczyszczonej olejem kreozotowym. 
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stawione wyniki badań. Podobne zależności zostały wyka-

zane w doświadczeniach nad możliwością wykorzystania  
biowęgla [27], biosurfaktantów [22] i biogenów [28] do bio- 

remediacji gleb zanieczyszczonych olejem kreozotowym. 

Wyniki analizy wariancji η2 wykazały, że na aktywność 
oksydazy o-difenolowej oraz katalazy największy wpływ miała  
ilość oleju kreozotowego. Natomiast aktywność dehydrogenaz  
była w największym stopniu kształtowana przez interakcję  
między ilością oleju kreozotowego a dniem doświadczenia.  
Można ponadto zauważyć, że wśród oznaczanych oksydo- 

reduktaz ilość nadtlenku wapnia miała znaczący wpływ  
jedynie na aktywność dehydrogenaz (Tabela 2). 

 

4. Podsumowanie 

 
(1) Zanieczyszczenie gleby olejem kreozotowym w dawce  

50 g·kg‒1
 spowodowało inhibicję aktywności oznaczanych  

oksydoreduktaz, co szczególnie uwidoczniło się w przypadku  
oksydazy o-difenolowej oraz katalazy. 

(2) Zastosowanie nadtlenku wapnia w dawce 100
 
mg·kg‒1

  

okazało się niewystarczająco skuteczne w ograniczeniu  
oddziaływania oleju kreozotowego na aktywność dehydro- 

genaz, katalazy i oksydazy o-difenolowej w glebie. Natomiast  

wprowadzenie CaO2 przyczyniło się do poprawy aktywności  
dehydrogenaz oraz katalazy. 

(3) Spośród analizowanych oksydoreduktaz aktywność  
katalazy była w największym stopniu kształtowana przez  
dodatek nadtlenku wapnia. 
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