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Vplyv tazkych kovov na podnu mikrofléru
Igor S‘tyriak 1, Terézia Szabova 2, Andrea Alacova 3, Maria KoSc¢ova 2, Iveta S‘tyriakovd 3

The influence of heavy metals on soil microflora
The aim of our contribution was to ascertain an influence of heavy metals on quantitative and qualitative composition of soil
microflora. Our experiment was directed to quantitative isolation of culturable bacteria from individual soil samples and to the comparison
of the amounts and colony morphology of the isolates from various soil samples. These soil samples were characteristic by a difference in
PpH, heavy metals and humus contents. Despite the differences between individual soil samples, the most of bacterial isolates were
represented by Bacillus genus (especially Bacillus cereus and Bacillus mycoides) which belongs to the heavy metal resistant bacterial kinds.
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Uvod

Pdda je, popri ovzdusi a vode, tretia najdolezitejSia zlozka zivotného prostredia. V ekologickom systéme
zaujima pdda vyznamné miesto ako jeden z nenahraditenych prirodnych zdrojov a ako zaklad potravinového
retazca Cloveka. Neoddelitelnou stucastou pddy je organicky podiel, ktory vyznamne ovplyviuje podne
vlastnosti. Organicku hmotu tvori ziva zlozka, tzv. pddny edafon a neziva — pddny humus. Pritomnost’ obidvoch
zloziek je navzajom podmienend, pretoze zivé organizmy formuju organicki hmotu a tato je nevyhnutnym
zdrojom energie a zZivin pre zivé organizmy. Humus ma vyznam pri formovani chemickych vlastnosti, zvySovani
pufraénej schopnosti pdd a tieZ na vytvoreni zasob biogénnych prvkov.

V désledku antropogénnej Cinnosti sa dostava do pdd velké mnozstvo kontaminantov, z ktorych naj-
vyznamnejSie su tazké kovy, ktoré kontaminuju rastlinni produkciu, ale posobia aj na kvalitativne a kvanti-
tativne zlozenie pddneho edafénu. Tym, Ze pddne mikroorganizmy citlivo reaguji na pritomnost’ toxickych
prvkov v prostredi, moézu sluzit’ aj ako indikator jeho znecistenia.

Ciel'om prace bolo zistit’ vplyv tazkych kovov na kvantitativne a kvalitativne zloZenie podnej mikroflory.

Material a metodika

Vzorky pod kontaminovanych tazkymi kovmi po aplikacii Cistiarenskych kalov, ako aj podne vzorky zo
stredného Spisa , kde sa prejavuje kontamindcia tazkymi kovmi v désledku antropogénnej ¢innosti, sme vysusili,
preosiali cez sito o priemere ok 2 mm. Takto pripravené vzorky sme pouzili na stanovenie pH, obsahu humusu
a tazkych kovov. Tazké kovy sme stanovili podl'a platnej metodiky vo vyluhu 2 M HNO;.

Na izolaciu kultivovatel'nych baktérii z jednotlivych pdd a ich kvantitativne stanovenie sme pouzili Zivny
agar ¢.2 (Imuna, Sari§ské Michalany), ktory je bohaty na organické Ziviny a je vhodnou Zivnou podou pre
mnohé heterotrofné bakteridlne druhy. Pri izolacii baktérii sme postupovali nasledovnym spdsobom: navazili
sme 0,5 g z kazdej pddnej vzorky a pridali sme 5 ml fyziologického roztoku s obsahom 0,1 % Zelatiny. Takto
zriedené vzorky pod sme nechali stat’ dve hodiny, pocas ktorych sme vzorky niekol’kokrat intenzivne premiesali.
Po dvoch hodinach sme vzorky scentrifugovali a supernatant sme naoc¢kovali na povrch agarovych platni (po 0,4
ml na kazdu agarova platiu). Po kvantitativnom naockovani supernatantu na jednotlivé agarové platne a 24.
hodinovej kultivacii platni pri izbovej teplote sme spocitali vyrastené bakteridlne kolonie. Podl'a poctu
narastenych kolonii sme zistili celkovy pocet kultivovatelnych baktérii (okrem anaerébov) na 1 g prislusnej
pody. Na rozdelenie mikroorganizmov sme pouzili farbenie podla Grama. Tymto farbenim je mozné zistit
okrem morfologie bakteridlnych buniek aj to, ¢i sa jedna o grampozitivne alebo gramnegativne baktérie, ¢o je
vel'mi délezité pre identifikaciu jednotlivych baktérii.

Na druhovu identifikaciu sme vybrali tri morfologicky rozdielne bakteriadlne kolonie, ktoré sme identifiko-
vali na zéklade vysledku 30 biochemickych reakcii pomocou identifika¢nych panelov firmy Becton-Dickinson
(Cockeysville, USA) po ich kultivacii na Columbia agare (Becton-Dickinson) podla inStrukcii vyrobcu.

Nasledne sme zistovali, aké baktérie sa nam podarilo zjednotlivych pddnych vzoriek vykultivovat.
Vychadzali sme pritom zrozdielnej morfologie bakteridlnych kolonii narastenych na agarovych platniach.
Z kazdého druhu bakterialnej kolonie sme urobili preparat, ktory sme zafarbili metédou podl'a Grama.
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Vysledky a diskusia

Obsahy tazkych kovov v podach, pH/KCI a obsah humusu uvadzame v tabul’ke 1 a pocty jednotlivych
druhov bakteridlnych kolonii po kultivacii na zivnom agare ¢.2 v tabul’ke 2. Z uvedenych Gdajov je tiez vidiet,
ze nam narastlo sedem morfologicky rozli¢nych druhov koldnii. Na zéklade farbenia podl'a Grama sme zistili, Ze
sa nam podarilo vykultivovat’ prevazne grampozitivne baktérie, ktoré si vSeobecne odolnejSie vocéi vysSim
koncentraciam tazkych kovov v prostredi ako gramnegativne bakterie. Spomedzi grampozitivnych baktérii

vel'ka vacsinu tvorili baktérie rodu Bacillus .
Tab.1. Agrochemické charakteristiky a obsahy tazkych kovov v pédach.
Tab.1. Agrochemical properties and heavy metal contents in soils.

Cislo Mnozstvo tazkych kovov v pode [mg.kg”] bakzt:érii pH/KCI1 Obsah

vzorky nalg humusu
Cr Cd Ni Cu Zn Pb pody [%]
1. 2,70 - 08,00 13,9 052,00 062,10 3505 6,80 3,60
2. 4,30 0,20 10,40 22,9 129,00 260,00 3090 6,65 5,14
3. 5,50 - 11,20 28,8 157,00 348,10 0955 6,40 4,45
4. 3,80 0,70 08,70 15,7 093,00 236,80 1180 6,30 3,36
5. 4,40 0,20 15,50 21,3 090,00 185,90 1995 5,40 3,96
6. 4,20 0,30 15,70 22,3 146,90 026,50 2765 6,40 3,50
7. 4,50 0,40 10,50 49,6 454,00 046,90 4125 6,20 3,50
8. 7,10 0,70 10,10 49,6 846,00 072,50 1850 6,30 4,36
9. 7,50 0,60 11,30 65,8 876,50 103,40 2670 6,55 3,24
10. 2,60 - 07,10 10,5 023,00 017,20 5455 5,85 3,34
11. 2,45 0,15 02,60 30,4 007,65 015,35 2590 4,95 2,30
12. 3,05 0,10 02,10 23,5 007,85 014,15 2595 4,10 1,90
13. 3,35 0,15 02,65 21,8 007,15 015,40 0965 4,40 2,00
14. 4,20 0,10 04,85 30,7 030,00 020,05 0600 4,00 1,80

Legenda: X - celkovy pocet - nebolo detekované
Tab.2. Pocty bakterialnych kolonii po kultivacii na Zivnom agare ¢.2.
Tab.2. The amounts of bacterial colony after cultivated on agar 2.

Por. Pocet jednotlivych druhov bakterialnych kolonii bakzt:érii
Cislo nalg
naj < mala velka naj > rozvetvena tuha nepravidelna pody
1. 0 1976 1345 0 185 0 0 3505
2. 0 1550 0805 0 435 0 0 3090
3. 0 0700 0235 0 020 0 0 0955
4. 270 0355 0370 180 005 0 0 1180
5. 640 0795 0445 070 045 0 0 1995
6. 0 1730 0935 0 100 0 0 2765
7. 0 2400 1515 0 210 0 0 4125
8. 0 0825 0935 0 090 0 0 1850
9. 0 1120 1335 0 215 0 0 2670
10. 0 4255 0800 0 400 0 0 5455
11. 0 1445 1035 0 070 0 040 2590
12. 0 1665 0540 0 035 15 340 2595
13. 0 0605 0285 0 015 0 060 0965
14. 0 0400 0160 0 015 10 015 0600

Legenda: X - celkovy pocet naj < - najmensia naj > - najvdcsia

Tri morfologicky rozdielne kolonie (snajvacsim zastipenim v naSich vzorkach) sme identifikovali
pomocou diagnostického systému Becton-Dickinson (USA) a zistili sme, ze vicSinu narastenych baktérii
(tvoriace dva druhy kolonii oznacené ako malé a velké, ktoré mali najvicsie zastupenie v naSich vzorkach)
predstavoval druh Bacillus cereus a rozvetvené kolonie boli identifikované ako druh Bacillus mycoides.

Pri hodnoteni u¢inku tazkych kovov na populaciu mikroorganizmov v prirodnych podmienkach je potrebné
sledovat’ tcinky t'azkych kovov na poc¢ty mikroorganizmov a rozmanitost’ druhov. Tato druhova rozmanitost’ sa
da najmé u baktérii vel'mi dobre sledovat’ na zdklade morfoldégie bakteridlnych kolonii, ¢o sme vyuzili aj
v naSich experimentoch, kde sme porovnavali mikrobidlne populacie z kontrolnych pdd oproti podam
s vyraznejSou kontaminaciou tazkymi kovmi. Druhou moznostou, ktora sa da pri takomto hodnoteni vyuzit, je
porovnavanie urcitej aktivity, ¢i uz metabolickej alebo enzymatickej, ktora indikuje zastipenie mikrobialnych

272



Acta Montanistica Slovaca Roc¢nik 7 (2002), 4, 271-273

druhov vyznacujucich sa prislu$nou aktivitou v sledovanych podach (Benes, Fabianova,1987). NajpresnejSou
a v poslednom obdobi najrozsirenejSou metdédou detekcie mikroorganizmov v pddach je detekcia pomocou PCR
(polymerazovej ret'azovej reakcie), pretoze bolo dokazané, ze menej ako 1% baktérii nachadzajucich sa v pode
moze narast’ na beznych kultivacnych médiach (Amann a kol., 1995).

Rovnaka koncentracia kovu mdze v réznych pripadoch posobit na pddne mikroorganizmy odlisne.
Podobna tendencia sa prejavila aj v naSich vysledkoch, kde pri priblizne rovnakej kontaminacii pod tazkymi
kovmi je vidiet' rozdielne zastipenie mnozstva baktérii na 1 g pddy. Vysvetlenie mozno hladat’ v agro-
chemickych vlastnostiach p6d, hlavne pH a obsahu humusu, ktoré vyznamne ovplyviiuju kvantitativne a
kvalitativne zloZzenie pddneho edafonu. U vzoriek 11 — 14 (Stredny Spis) sme zaznamenali iba 965, resp. 600
baktérii na 1 g pddy, ale pody st vel'mi kyslé s nizkym obsahom humusu. Naproti tomu vo vzorkach pdd aj
s vy$§im zastipenim tazkych kovov, pri priaznivom pH a obsahu humusu, pozorujeme niekol’kondsobne vyssie
mnozstvo baktérii na 1 g pody.

Vplyv tazkych kovov na vyvoj a aktivitu pddnej mikroflory popisali MALLISEWSKA a kol.(1985).
Uvedeni autori zistili, ze zmes t'azkych kovov znizovala mikrobialnu aktivitu omnoho viac ako sledované prvky
jednotlivo. Relativna toxicita pouzitych zlicenin klesala v poradi:

Hg (kOVOVé) > CUSO4 > ch12 > HgO > AS203 > ZHSO4 > NaHSO4 > Pb(NO3)2
Zo sledovanych organizmov boli najodolnejsie voci vSetkym pouzitym kovom huby a aktinomycéty.

Podl'a ( Konopka a kol., 1999), kratkodoba odozva na kontaminaciu t'azkymi kovmi sa prejavuje velkou
redukciou mikrobidlnej aktivity, avSak aj dlhodobéd odozva poukazuje na nizsie pocty mikroorganizmov ako aj
znizeni mikrobialnu aktivitu v kontaminovanych podach. Autori sa zamerali najmd na pody kontaminované
olovom, z ktorych sa im podarilo vyizolovat’ iba Pb-rezistentné grampozitivne baktérie rodu Bacillus, koryne-
formné baktérie a aktinomycéty. Celkové mnozstvo mikrobialnej biomasy, metabolicky potencial a druhové
zastupenie boli vyrazne nizSie v oboch kontaminovanych pdédach nez v nekontaminovanej pode. Pdvodne sa
predpokladalo, ze rezistencia ziskana pre jeden kov sa neuplatiiuje voci inému kovu (Whitton, Shehata,1982).
V stcasnej dobe vSak bolo zverejnenych vela dokazov o tom, ze jeden a ten isty organizmus moze byt
rezistentny k olovu, pripadne i viacerym kovom. U pddnych mikroorganizmov je casta rezistencia na
kombinacie ( Cd + Pb), ( Zn + Pb), ( Zn + Cd).

Vplyv Zn, Ni a Cu (v koncentraciach 400, 150 a 3 mg.kg") na pddne mikroorganizmy a ich &innost uvadza
(Podlesakova a kol., 1998). Stanovené pocty mikroorganizmov poukézali na vplyv a kvalitu pddnych typov
na poéty mikroorganizmov. Vyrazné zniZenie poctu baktérii a aktinomycét zo sledovanych prvkov vyvolala
aplikacia zinku na regozemi, luvizemi, kambizemi a gleji. U mikromycét pdsobila inhibi¢ne aplikacia zinku
a niklu na nevapnené regozeme a aplikacia Cd a Ni na vapnené a nevapnené kryptopodzoly. Nepriaznivy vplyv
na poCty Azotobactera mala hlavne aplikacia zinku u regozeme. Vapnenie ma na zvysenie poctu aerdbnych
baktérii a aktinomycét vyrazny vplyv najmi u regozemi, kryptopodzolov a glejov, teda u pdd s nizkou pufracnou
schopnostou a kyslym pH, ktoré ovplyviiuje zlozenie podneho edafonu.

Obsahy tazkych kovov sa mézu v pddach postupne kumulovat, a preto mnozstvo a aktivita mikro-
organizmov moze byt v dosledku toho vel'mi zavazne ovplyvnené. Aplikaciou organickych hnojiv a pravi-
delnym vapnenim mozno tento vplyv Ciastocne eliminovat’.

Zaver

Z nasich experimentalnych vysledkov mozno urobit’ nasledovné zavery:
1. Pocty bakterialnych kolonii potvrdili negativny vplyv zvysenej koncentracie tazkych kovov na kvalitu a
druhové zastiipenie kultivovatel'nej mikroflory.
2. Vicsinu kultivovatelnych baktérii v hodnotenych pddach predstavuju bacily, najmd druhy Bacillus
cereus a Bacillus mycoides.
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