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Streszczenie Oznaczono aktywrigi dehydrogenaz (ADh) w glebach mejodenharda
z zastosowaniem oryginalnej procedury Casida (1ifi64) oraz modyfikacji tej procedury polega-
jacej na wyciu NgCOs; lub Ca(OH) zamiast CaC@jak réwniez metody Thalmanna. Zbadano
réwniez pH suspensji. Najnsze wartéci ADh otrzymano metad Thalmanna, wisze metog
Lenharda. Najrisze koncentracje formazanu otrzymano po zastosawaaCQ, wyzsze po zasto-
sowaniu NgCO;, a najwyisze po zastosowaniu Ca(QHW wigkszaici przypadkdw oznaczone
wartasci ADh w badanych glebach nie byly proporcjonalngdny poszczegdlnymi metodami.
Uzycie CaCQ, Na,CO;, Ca(OH)jak rowniez buforu w metodzie Thalmanna, wakszdici bada-
nych gleb nie gwarantowato pH optymalnego ADh. Rlaubacji gleb wysterylizowanych z TTC i
Ca(OHy), otrzymano koncentracje formazanu na poziomiezabiim dla gleb niewysterylizowa-
nych. Po inkubacji wysterylizowanej gleby piasz¢eyg TTC i NaCOs, oznaczono koncentracje
formazanu na poziomie 26% w odniesieniu do gletesterylizowanej. Przyczyny zndicowanej
ADh w badanych prébkach slyskutowane w pracy. Wnioskowano o nie regulowati gleby
przeznaczonej do oznaczania ADh, a kontrolne pridgy przygotowywd z gleby wysterylizo-
wanej z dodatkiem TTC, z uwagi na Aliwo$¢ chemicznej redukcji TTC.

Stowa kluczowe: aktywnig dehydrogenaz, metody TTC-formazan, pH susperesjijk-
cja chemiczna TTC

WSTEP

Aktywnos¢ dehydrogenaz w glebie jestywana jako miara catkowitej aktywno-
sci mikrobiologicznej (Casida i in. 1964, Lenhar@56, Skujns, 1967). W licznych
pracach stwierdzono jak i nie znaleziono korelacgidzy aktywndcia dehydrogenaz
a 0golr liczba mikroorganizmow w glebie (Skul, 1967). Uzyskane wyniki ak-
tywnasci dehydrogenaz w glebie mphy¢ obarczone leldami z powodu oddziaty-
wania na substrat innych oksydoreduktaz wpysjacych w glebie, zdolnych do
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redukcji TTC a nie biacych udzialu w transporcie elektronéw (Alef 1995),
obecndci w glebie azotandw (Sku, 1967), zwiazkoéw Fé (Skpniewska 1987)
lub zawartdci takich zwazkOw organicznych jak katechol (Skagi 1967).

Jednym z warunkOw oznaczenia akty@eieenzymatycznej jest zapewnienie
optymalnego pH dla aktywldoi poszczegd6lnych enzyméw. Maksymakaktyw-
nos¢ dehydrogenaz Brzewka i in. (2001) zaobserwowali przy phi situ w za-
kresie wartéci od 6,6 do 7,2. Trevors (1984) na podstawie wlasnychnbada
stwierdza,ze aktywnad¢ dehydrogenaz zmniejsza; s miar obnizania pH pro-
bek gleby od pocgkowej wartgci 7,7. Wedlug von Mersi i Schinnera (1991)
optymalne aktywnéci dehydrogenazasprzy pH 7-7,5.

Celem pracy byto zbadanie czyyaie NgCQ;, jako peptyzatora koloidow,
zamiast CaC@jako koagulatora koloidow, w jednej z najéziej stosowanych
procedur do oznaczania aktyvéndbdehydrogenaz w glebie (Casida i in. 1964),
spowoduje istotsn zmiarg w oznaczonych warfciach aktywnéci dehydrogenaz
w glebach. Dla poréwnania oznaczono aktysemadehydrogenaz w badanych
prébkach gleb metadThalmanna (Alef 1995) w ktérej to metodzie stosowany
jest bufor Tris-HCI. Innym celem bylo zbadanie pH suspensji glebopsmigo-
towanych do oznaczania aktywieo dehydrogenaz metqdLenharda (1956) i
Thalmanna (1968) jak réwnigoréba zbadania ewentualnej redukcji TTC na dro-
dze chemicznej oraz aktyw§w dehydrogenaz w glebach bezycia soli mody-
fikujacych pH.

MATERIAL | METODY

Aktywnos¢ dehydrogenaz (ADh) oznaczono w prébkach pobranych we wrze-
$niu z pozioméw prochnicznych (préchniczno-eluwialnych): piaszczystyeh gl
bielicowych (prébki nr 2-4,14), piaszczystych gleb rdzawych (prébkh),npy-
lowych gleb ptowych (prébki nr 5, 7, 8), gliniasto-pylastych gleb bnyeh
(prébki nr 6, 10, 11, 16)gdziny (probka nr 9), pytowej gleby deluwialnej préch-
nicznej (prébka nr 15), oraz gleb murszowych (prébki nr 12 i 18rendw le-
snych w gsiedztwie Krakowa.

Aktywnos¢ dehydrogenaz oznaczano w probkach gleb o naturalnej wilgotno-
sci metod, Lenharda z zastosowaniem procedury Casida i in.(1964), oraz mody-
fikacja tej procedury, polegagej na uyciu NaCO; lub Ca(OH) zamiast CaC®
(w ilosci molarnie rownowznej) a take metod Thalmanna (Alef 1995).

Ponadto, w probkach gleb powietrznie suchych, oznaczono podstawowe wia-
sciwosci badanych gleb (tab. 1), metodami powszechnie stosowanymi w glebo-
znawstwie (Ostrowska i in. 1991).

W celu zbadania redukcji TTC na drodze chemicznej oznaczono koagent
formazanu w prébkach gleb (naikapo 6g) po sterylizacji w autoklawie w tem-



Tabela 1. Niektore wta@ciwosci badanych gleb
Table 1. Some properties of investigated soils

Procent frakcji

C org. . .
pH v s h Nog. 5o (?srednlcy (mm)  wilgotnosé gleby
Nr prébki Vo6 Total N oI ? of fractlt_)ns of % wagowy(;h
Sample number lameter, In MM pojsture soil in
H,0  KCl cmol(+) kg™ % 8,’885 <0002  bweight
1 59 47 4,25 41 835 49,1 0,1 153 16,03 11 1 442
2 38 29 4,59 0,1 4,69 2,1 004 042 1157 11 3 432
3 4 2,9 6,69 028 6,97 4 008 153 18,41 6 3 42,3
4 39 28 4,23 0,1 4,33 2,3 005 079 16,61 8 3 335
5 62 55 6,84 2224 2908 765 0,34 6,05 17,63 47 4 82,4
6 49 36 13,31 12,46 2577 484 036 4,06 11,2 50 19 76,8
7 36 27 22,33 268 2501 10,7 0,38 6,19 1645 54 7 78,6
8 4 3,1 17,64 408 21,72 188 029 492 17,13 25 7 94,5
9 83 7,7 0,54 n.o. n.o. n.o. 0,22 2 9,31 47 18 616
10 51 3,6 17,51 32,4 4991 6492 068 683 10,127 3 38 95,0
11 45 31 22,88 12,04 34,92 3448 04 43 10,78 45 29 83,7
12 58 51 23,04 77,72 1008 77,1 1,38 18,82  13,5%.0. n.o. 126,3
13 51 4,3 67,2 9432 1615 584 2,02 29,35 1451.0. n no. 213,6
14 3,8 2,9 8 0,9 8,9 10,1 0,114 1,81 15,9 5 4 10,2
15 66 58 2,7 247 2714 901 0285 298 10,5 74 14 22,28
16 5 3,9 12 247 36,7 673 0465 526 11,3 56 20 28,89

Y — kwasowd¢ hydrolityczna; S — suma zasad wymiennych mgtddppena; Th — pojemsé hydrolityczna; V% — stopiewysycenia kationami

zasadowymi; n.o. — nie 0znaczono

Y — hydrolytic acidity; S — total exchangeable baagons by Kappen method; Th — total hydrolytipaeity; V% - degree of base saturation; n.o. —
not determined.
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peraturze 12T, pod cénieniem 1 atmosfery, przez 1 godgiw ciagu 2 kolejnych
dni, z zastosowaniem tej samej procedury jak w @éblnie sterylizowanych.

Do stwierdzenia istotrsgi wptywu zastosowanych modyfikacji na aktywo
dehydrogenaz w glebie wykorzystano anghkzariancji (po sprawdzeniu jedno-
rodnasci warianciji) i test Kruskala-Wallisa.

WYNIKI BADA N

W badanych prébkach nr 1-13 nagiy koncentrag formazanu otrzymano
po zastosowaniu metody Thalmanna (rys. 1). Wynika to prawdopodobinie z n
szej temperatury w czasie inkubacji (). Stosujc meto@d Thalmanna, najwy
sz koncentragj formazanu stwierdzono w glebach murszowychsaiw gle-
bach pytowych i gliniastych, najisz za w glebach piaszczystych, w propor-
cjach, odpowiednio: 1:0,33:0,16:0,10. Stasupryginalr, procedu¢ Casida i in.
(1964) z zastosowaniem CagOnajwyzsz koncentragi formazanu otrzymano
w glebach gliniastych, #$z w murszowych i pytowych, najgéz z& w piasz-
czystych, w proporcjach odpowiednio: 1:0,62:0,54:0,22. Sfosmjodyfikacg
procedury Casida i in. (1964) zyciem NaCQO; zamiast CaCg) najwyzsz kon-
centrac formazanu otrzymano w glebach piaszczystycksmiw glebach mur-
szowych i pylowych, a najméz w glebach gliniastych, w proporcjach odpo-
wiednio: 1:0,86:0,82:0,62 (rys. 1).

w
3]
N

S = 304 ] :
S < O weglan wapnia
< o5 calcium
N carbonate
2 2 20 4 @ weglan sodu
©% sodium
2 2154 carbonate
S S @ bufor
= 104 (It buffer
L o i !
L = : :
= o : :
[o)] ] Z
1S E g :& ]
1 2 3 4 8

5 6 7 9 10 11 12 13

Nr probki,
Sample number

Rys. 1. Aktywnosci dehydrogenaz w badanych prébkach glebowych apngch wedtug procedury
Casida i in. (1964) zayciem CaCQlub NgCoz;0oraz metod Thalmanna (1968) zyciem buforu

Fig. 1. Dehydrogenase activity in investigated soils sas)ypetermined by the procedure of Casida
al. (1964) with the use of CaGOr NgCOz;and by the Thalmann method (1968) with buffer
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W badanych prébkach (nr 1-13) oznaczone ADkyciem CaCQ, NaCO; i
buforu wykazaty brak jednorodéa wariancji, a przeprowadzony test Kruskala-
Wallisa wykazat statystycznie istotneznice badanych aktywsoi (a = 0,05).

W prébkach gleby piaszczystej, pytowej i gliniastej (nr 14-héjwyzsz
koncentragj oznaczono po zastosowaniu Ca(@Hy proporcjach odpowiednio:
1:0,44:0,35 (rys. 2). Msze koncentracje formazanu otrzymano po zastosowaniu
Na,CQ;, w proporcjach: 1:0,86:0,68 odpowiednio w glebie piaszczystej, giiast
i pylowej a najnisze po zastosowaniu Cag @ proporcjach: 1:0,80:0,35 odpo-
wiednio w glebie pytowej, gliniastej i piaszczystej (rys.2adna z iytych soli,
jak i bufor w metodzie Thalmanna, nie zagwarantowaty wksadci badanych
gleb optymalnego pH dla aktyw§m dehydrogenaz (tab. 2).
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Rys. 2. Aktywnosci dehydrogenaz w badanych prébkach glebowych {46) oznaczonych
wedtug procedury Casida i in. (1964)z/ciem CaCQ, NaCoszlub Ca(OH)

Fig. 2. Dehydrogenase activity in investigated soils sasglno 14-16) determined by the proce-
dure of Casida et al. (1964) with the use of Cag@@,CO;0r Ca(OH)

Koncentracja formazanu, w wysterylizowanych glebach piaszczpsgtejyej
i gliniastej (nr 14-16), po zastosowaniu procedury Casida 1864) przy ayciu
CaCQ, bytasladowa, podobnie jak w glebie pytowej i gliniastej po zastosowaniu
N&CO; (rys. 3). W wysterylizowanej glebie piaszczystej po zastasaw
Na,CO; 0znaczono koncentracformazanu w iléci wynosacej 26% koncentra-
cji oznaczonej w glebie nie sterylizowane). Napage koncentracje formazanu w
wysterylizowanych prébkach glebowych, bliskie lub przeswapce (w glebie
piaszczystej) koncentracje w glebach nie sterylizowanych, @aaob po zasto-
sowaniu Ca(OH)



Tabela2. pH suspensji badanych gleb zyaiem CaCQ N&,COs;, Ca(OH) i buforu przed i po inkubacji
Table 2. The pH of suspensions of investigated soils withuse of CaCONa,CO,;, Ca(OH) or buffer, before and after incubation

pH
NF probki z (with) CaCQ  z (with) NaC0o;  Pufor T”ﬂ;t‘% Tris-HC pH z (with) Ca(OH)
Sample number

przed po przed po przed po przed po

before after before after before after before after
1 6,3 6,2 10 9,7 7 6,4 n.o. n.o.
2 6,2 6 10,3 10,3 6,8 6,1 n.o. n.o.
3 59 6 9,8 9,6 6,1 5,8 n.o. n.o.
4 6,1 6,1 10,1 9,9 5,9 51 n.o. n.o.
5 7,1 6,7 9,3 8,7 7,2 6,7 n.o. n.o.
6 5,8 5,7 8,8 8,1 6,1 51 n.o. n.o.
7 55 5,8 8,1 7,3 57 5,6 n.o. n.o.
8 5,6 5,8 8,6 7,9 52 4,8 n.o. n.o.
9 7,3 6,9 10 8,9 7,4 6,6 n.o. n.o.
10 5,7 5,9 7,7 7,1 6,1 51 n.o. n.o.
11 5,2 5,7 7,7 7,1 4,9 4,3 n.o. n.o.
12 6,1 59 8 7,3 6,3 55 n.o. n.o.
13 5,9 5,7 7,1 6,7 6,2 5,2 n.o. n.o.
14 5,18 5,96 9,81 9,5 n.o. n.o. 10,22 10,11
15 5,88 6,35 9,12 9,14 n.o. n.o. 9,73 9,8
16 5,26 5,93 7,27 7,2 n.o. n.o. 6,57 6,44

n.o.- nie oznaczono, not determined.
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Rys. 3. Koncentracje formazanu w wysterylizowanych préltskgiebowych ( nr 14-16) oznaczone
z wyciem procedury Casida i in. (1964) zyagiem CaCQ, NaCO;lub Ca(OH)

Fig. 3. Concentration of formazan in sterile soil samgld®. 14-16) determined by the procedure
of Casidaet al. (1964) with the use of CaGON&CO;0r Ca(OH)

Aktywnosci dehydrogenaz oznaczone proced@asida i in. (1964) bez do-
dania soli reguluicych pH, najwysza w glebie pytowej, asza w gliniastej,
a najngsza w piaszczystej, w proporcjach odpowiednio: 1:0,11:0,05 (rys. 4), wy-
daja si¢ prawidtowo odzwierciedia aktywna¢ mikrobiologiczra w badanych
prébkach glebowych, pochagtz/ch ze zrénicowanych ekologicznie gleb.
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Rys. 4. Aktywnosci dehydrogenaz w badanych prébkach glebowych aomych wedtug proce-
dury Casida i in. (1964) bez zastosowamakéw modyfikujcych pH

Fig. 4. Dehydrogenase activity in investigated soils saspletermined by the procedure of Casida
et al. (1964) without chemicals regulating pH
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W prébkach nr 14-16, w ktérych oznaczono ADhzgaiem CaCQ, NaCOs,
Ca(OH) i bez dodania zwizkéw regulujcych pH uzyskane wyniki aktywioi
dehydrogenaz wykazaly statystycznie istotrmice.

DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonychéaiadczer nie mana stwierdzi aby wy-
cie NaCO; zamiast CaCow procedurze Casida i in. (1964), przyczynite do
wykrycia wigkszej aktywnéci dehydrogenaz mikroorganizméw uwolnionych
z wretrza mikroagregatow glebowych z powodu peptyzacji koloidow. Padwy
szory koncentragi formazanu otrzymano rowriepo zastosowaniu Ca(OH)
Stwierdzona koncentracja formazanu w glebach wysterylizowanyekiatka
w przypadku gleby piaszczystej po zastosowaniu,Cla i bardzo wysoka po
zastosowaniu Ca(OKye wszystkich badanych glebach, jest dowodem na che-
miczm redukcg TTC. Wieksza koncentracja formazanu w glebach wysterylizo-
wanych ni nie wysterylizowanych (rys. 2 i 3), wynika zapewne z wysokigj
kroheterogeniczrimi gleby. Zr&nicowana koncentracja formazanu w wysteryli-
zowanych prébkach glebowych jest dowodem na nie zasiedlenie mikngéorga
zmami prébek wysterylizowanych w czasie przygotowywania ich rmidizy
w warunkach niesterylnych.

O wptywie niektérych nieorganicznych substancji ngnakos¢ dehydrogenaz w
glebach pisali Bremner i Tabatabai (1972gpStewska (1987) oraz Brzéska i in.
(2001). Bremner i Tabatabai (1972) doszli do wnipgke azotany i Fe wplywaj
hamujco na aktywn& dehydrogenaz, podczas gdy takieazki jak tlenekzelaza,
tlenek manganu, siarczany, fosforany i chlorki pdw® wzrost. Wedtug Brzesi
skiej i in. (2001) aktywni& pozytywnie koreluje z zawadtia F€*. Stpniewska
(1987) stwierdzitaze Fé" w obecnéc toluenu dziata jako reduktor TTC i z tego
powodu wnioskuje aby przy oznaczaniu aktyganaehydrogenaz w glebach zredu-
kowanych uwzgldnia: chemiczr aktywnagé¢ F&*. W badanych prébkach glebo-
wych, pochodgrych z dobrze napowietrzonych pozioméw préchnicanijosé Fe&*
nie powinna by wysoka, a zrénicowany poziom redukcji chemicznej TTC byt ra-
czej zwhzany z odczynem suspensji, chaaia glebie piaszczystej przy zastosowa-
niu NaCO; i Ca(OH) pomimo zblzonej wartdéci pH r&znica w koncentracji TFF
byta znaczna. Wedtug niektorych badaczy przy ozmaezktywndci dehydrogenaz
w glebie, modyfikujce dziatanie mae wywier& zjawisko sorpcji ha koloidach gle-
bowych, zaréwno TTC jak i powstatego formazanu (Ulfigypewied: ustna), czym
mozna by tlumacz§ wyzsz aktywnd¢ dehydrogenaz w niektorych glebach piasz-
czystych a riszy w gliniastych. Wyjanienie tego zjawiska wymaga dalszych iada

Uzywanie zwazkéw jak i buforéw do podwaszenia pH, do zakresu pH opty-
malnego dla aktywrigi dehydrogenaz i oznaczanie tzw. aktygai@otencjalnej jest
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mylace, poniewa zadna z aytych zwiazkow jak i wyty bufor nie gwarantuje po-
dobnego zakresu pH w glebach, z uwagi nay&topidg ich zbuforowania.

WNIOSKI

1. Aktywnosci dehydrogenaz w glebach oznaczone metcehharda, z za-
stosowaniem procedury Casida i in. (1964) bazxia CaCQ, wskazuj na pra-
widtowe odzwierciedlenie aktywioi mikrobiologicznej badanych gleb.

2. W zawiesinach glebowych o wysokim pH, spowodowanyigciem
NaCGO; lub Ca(OH) stwierdzono chemicarredukcg TTC.

3. Kontrolne proby glebowe przygotowywane do oznaczektywndci dehy-
drogenaz w glebach naileprzygotowywé z gleb wysterylizowanych z wprowadze-
niem substratu.

4. Z uwagi na maliwos$¢ chemicznej redukcji TTC w glebach, bezpieczniej
porownywa aktywna¢ dehydrogenaz w glebach o Zioinych warunkach ekolo-
gicznych.
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COMMENTS CONCERNING DETERMINATION
OF DEHYDROGENASE ACTIVITY IN SOIL
BY THE TTC-FORMAZAN TEST
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Abstract. Dehydrogenase activity (DhA) in soils wasermined by the Lenhard method using
the original procedure of Casida et al. (1964) #tredmodification of this procedure with the use of
N&a,COs, or Ca(OHj) instead of CaCg¢) and also by the Thalman method. Also pH of sagpgnsions
was tested. The lowest values of DhA were obtamethe Thalman method, higher by the Lenhard
method. The lowest concentrations of formazan wbtained with the use of CagQOntermediate
with the use of N&GO;, and the highest concentrations with the use ¢O8%. In most cases the
determined values of DhA in tested soils were mopprtional between respective methods. The use of
CaCQ or NgCO0;, as well as of a buffer, in the Thalman method, rdit assure the optimum pH for
dehydrogenases. After sterilization of tested swild incubation with TTC and Ca(Ofthe obtained
formazan concentration was close to that of noriligeal soils. After sterilization of the sandy lsaind
incubation with TTC and N&O; the obtained formazan concentration was on thel lefz26% in
relation to non-sterilized soil. The causes foredified DhA in tested samples are discussed in the
paper. It was concluded that pH of the soil des@mh&or DhA determination should not be regulated
and the control samples should be prepared froterdized soil with addition of TTC, taking into
account the possibility of chemical reduction ofCI T

Keywords: dehydrogenase activity, TTC-formazan mésh pH of suspension, chemical re-
duction of TTC



