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Streszczenie. Celem badbylo wykazanie wptywu organicznych substancji azgich na
aktywnasi¢ enzymoOw biogcych udziat w mineralizacji substratéw azotu organego. Glebaayta
w badaniach oznaczona byta jako brunatnoziemna, ¢ygby ptowej (Orthic Luvisol) wytworzonej
z utworéw pytowych. Do gleby wprowadzano rpsjace substancje organiczne: resztki tubinu, graybni
pofermentacyja, hydrolizat sojowyNa podstawie przeprowadzonych hadawierdzonoze aktywndé
asparaginazy byta najégza w poréwnaniu z innymi badanymi enzymami prasdsnymi w déwiad-
czeniu. Wszystkie dodane substancje organicznéalyzgtymulupco na aktywn& tego enzymu. Ak-
tywnoi¢ ureazy stymulowana byta przez caly okre$ngadczenia dodatkiem hydrolizatu sojowego do
gleby. Natomiast pod wplywem dodania resztek tubigtzybni obserwowano stymulacaktywnaci
ureazy tylko w cigu pierwszych giciu dni déwiadczenia.

Stowa kluczowe: aktywnig enzymow glebowych, asparaginaza, ureaza, dezaainaatowe
substancje organiczne.

WSTEP

Niskomolekularne zviizki azotu organicznego (m.in. aminokwasy) des&j
sie do gleby z resztkami zwiegzymi i roslinnymi oraz powstate na drodze prote-
olizy ztozonych zwizkéw organicznych (biatek), ulegaflalszemu przeksztatceniu
w procesie amonifikacji. Proces ten to dezaminacja, ktéra pgeehie glebie
przewanie na drodze przemian biochemicznych, przy udziale enzymoéw pocho-
dzenia mikrobiologicznego.

Proces dezaminacji aminokwasow, prostych heksamin powoduje uvialnian
amoniaku i jego soli, ktdre madpy¢ pobierane przez ¢biny [14].

Mikroorganizmy uwalniaj do srodowiska wiele enzyméw, z ktérych najima
niejsze w procesach rozkladu reszteklinmych s te, ktére biog bezpdredni
udziat w degradaciji ligniny i celulozy oraz w mineralizamjganicznych zwaiz-
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kéw azotu, fosforu i siarki, co powoduje wprowadzanie w obieg tyehwrst-
kéw w ekosystemie.

Liczni autorzy [3,7,8,10,11,13] uvaja, ze enzymy glebowe magoy¢ uzy-
teczne jako ,wskaniki zyzndsci” gleby. Pozwalaj one ocerti dostpnas¢ zwiaz-
kow pokarmowych w glebie. Proponuje sv tym celu oznaczaaktywndé¢ de-
hydrogenaz i rinych fosfataz oraz dezaminaz np. asparaginazy i ureazy. Aktyw-
nos¢ ich jest zalena od zawarti substancji organicznej w glebie. Obegho
pewnych zwizkow w glebie bdzie stymulowa lub hamowé syntez danego
enzymu, nie wptywaic jednoczénie na catkowi zywotnas¢ mikroorganizmow
glebowych. Ponadto, pozakomdérkowe enzymy glebowe, w przypadkzavia
z koloidami mog by¢ mniej wraliwe na czynniki zewetrzne ni zywe komorki
mikroorganizmoéw [18].

Dostarczenie nawozéw do gleby mospowodowéa wzrost aktywnéci mi-
krobiologicznej gleby i produktywrici roslin a jednoczénie obnizy¢ aktywnaé
niektérych enzymdéw, np. podwszony poziom nieorganicznego fosforu w glebie
obniza aktywnd¢ fosfataz a aktywni& enzymatyczna ureazy i amidaz radgyc
ograniczane przez dodanie zigzonych dawek nawozéw zawiex@jch zwizki
amonowe [1,9].

Opierapc sk na tym,ze aktywnd¢ enzymatyczna jest wyrazem oddziatywa-
nia wielu czynnikbw na gleh a w szczegolnwi klimatu, uprawy, nawzenia,

i wiasciwosci edaficznych opracowano indekgznaici gleby.Zyznasé gleby jest
funkcja intensywnego rozwoju #iych grup drobnoustrojow, zawastd materii
organicznej i catkowitej pojemioi sorpcyjnej gleby [16].

Proces amonifikacji zachodzi w glebie niezale od warunkéw ekologicz-
nych. Spowodowane jest toduréznorodndcia grup mikroorganizmow zalicza-
nych do amonifikatoréw, wod ktérych maéna znalé¢ tlenowce i beztlenowce,
psychrofile, mezofile i termofile, organizmy przystosowane do razwwojrodo-
wisku kwanym i alkalicznym, w mniejszej i wkszej wilgotndci [4,12,18,15].

W procesie amonifikacji czyli uwalniania amoniaku ze azkéw: amino-
kwaséw, mocznika, zasad purynowych, kwaséw nukleinowych hideiat en-
zymy dezaminazy. Do grupy tych enzyméw zaliczamy: asparagig&z3.5.1.1,
ureaz; EC 3.5.1.5, dezaminazytozynows; EC 3.5.4.1 i inne [17,20].

Celem bada byto wykazanie wptywu organicznych substancji azotowych na
aktywnadi¢ wybranych enzymoéw. Badane enzymy hiardziat w mineralizacji
substratéw azotu organicznego. Poznanie ukierunkowania akigwerzymaty-
cznej w warunkach optymalnego nawaia gleby, pozwoli na maksymalne wy-
korzystanie azotu i innych pierwiastkéw biogennych przy produkdjinree;.
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MATERIALY | METODY

Gleba wyta w badaniach pochodzita z pola produkcyjnego z Zaktadu Do-
swiadczalnego Felin natecego do Akademii Rolniczej w Lublinie. Oznaczono
ja jako glelr brunatnoziemy typu gleby ptowej (Orthic Luvisol) wytworzan

z utworéw pytowych [6]. Jej charakterystylgleboznawczo-chemiczrumiesz-
czono w tabeli 1.

Tabela 1.Charakterystyka fizyko-chemiczna gleby wg [6]
Table 1. Physico-chemical characteristic of soil

Horyzont = 1.4 granulomteyczny Substancja org C o0adH N ogotem
9enetyczny & anulometic fractions Organic matter & 099r€M N total P
Genetic o 1 C total 1 1M KCI
horizon ( 0) (gB ) (gB )
1,0- 0,1- <0,02
0,1 0,02
Ap 1,69 976 0,08 4.9
17 49 34
Tabela 2.Charakterystyka substancji wprowadzonych do gleby
Table 2. Characteristic of substances ond their amountdatithe soil
llo$¢ substancji
orSl;z?(t:z N N w g/100g gleby dla:
Dodatki organiczne Popiot gna Ogotem biafkowy 0,05g N/100g
. - © Ash . Protein N gleby. Amount added
Organic additions N Organic N total . )
% s.m. matter % s.m % to the soil g/100g soil
% S.m. N ogol./ tot. (0.05¢g N/lOOg
soil)
Zielone casci
fubinu — Lupine 13,92 86,1 4,60 20,92 2,1
Grzybnia — Hyphae 25 10 74,70 4,00 79,08 3,2
Hydrolizat sojowy
Bacto Soytone 15 9.3 63,2 14

Obiekt déwiadczalny sktadat siz 4 kombinaciji:
1. Gleba z dodatkiem tubinu,
2. Gleba z dodatkiem grzybni,
3. Gleba z dodatkiem hydrolizatu sojowego,
4. Gleba bez dodatkdw.
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Do gleby wprowadzono na§lujace substancje zawiesgp azot organiczny:
resztki tubinu — wysuszone i zmielone zielonescznadziemnd.upinus angusti-
folins zebrane przed kwitnieniem; grzybmiofermentacyijn— suclh masg grzyb-
ni pofermentacyjnej z produkcji antybiotykow z Zaktadéw Tarcimom War-
szawie; hydrolizat sojowy — fabryczny, suchy hydrolizat sojovagtB Soytone
firmy Difco Detroit. Charakterystyktych substancji i iléci wprowadzone do
gleby podano w tabeli 2.

PRZYGOTOWANIE PODLQY GLEBOWYCH

Gleke do dawiadczér po pobraniu z pola przesiano przez sito o oczkach
srednicy 3,5 mm. Z gleby tak ujednoliconej namao 1,5 kg prébki, po jednej na
kazda kombinacg daswiadczenia. Prolktaka rozsypano réwnwarstwg na duej
tacy. Do kadej nawaki gleby dodano tylko jeden rodzaj substratu. Substrat roz-
sypywano przez sito na powierzchni nalgagleby. Mieszano bardzo dokiladnie
glebe z odpowiednimi dodatkiem. Poszczegdélne naiivpodtaza (gleba z dodat-
kami) przesypywano porcjami do pojemnikoéw szklanych o poj. 3 Wnczasie
przesypywania kala nasypan warstwe nawilzono wod, destylowan za pomog
spryskiwacza, w iléci dapcej kaacows wilgotnasé rowm 60% w/w. Po wprowa-
dzeniu do pojemnika catej nawka gleby, ponownie mieszano jej zawato

Z gleln kontrolm bez dodatkéw substratu pgsbwano podobnie, tzn kda
nasypan warstwe gleby spryskiwano weaddestylowan. Inkubacg gleby z do-
datkami prowadzono w temperaturze pokojowej (0RC1®rzez okres 32 dni.

OZNACZENIE AKTYWNOSCI ENZYMU

Oznaczenie aktywrici enzymow wykonano wg wybranych metod [20]. Ba-
dania przeprowadzono po 1, 5, 7, 14 i 21 dniach od wprowadzenia do gleby do-
datkéw — substancji zawiesglych azot organiczny. W dniu pobrania prébek do
analiz enzymatycznych oznaczono ich sutlas.

Dezaminaza

— oznaczano metadKillham, Rashid:

Nawaki 1g gleby z roztworem substratu — 1,2-diamino 4-nitrobenzenu, inkubo-
wano w cieplarce w temp. 3D przez 24 godz. Po inkubacji prébki ekstrahowano
metanolem. Natenie barwy ekstraktu oznaczono w spektrofotometrze przy diu-
gaosci fali 405 nm. Zawart@ 1,2-DANB odczytano z krzywej wzorcowej.
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Ureaza

—o0znaczano metadHoffmann, Teicher:
Nawaki 5 g gleby, po dodaniu roztworu mocznika jako substratu inkubowano
w cieplarce w temp. 3Q przez 5 godz. Po inkubacji prébki ekstrahowanoavod
destylowan. Nakzenie niebieskawej barwy ekstraktu oznaczono w spektrofo-
tometrze przy diugai fali 630 nm. llg¢ jonéw amonowych odczytywano z krzy-
wej wzorcowe.

L-asparaginaza

— oznaczano metadmura, Sato, Hayano:
Nawazki 1g gleby po dodaniu roztworu L-asparaginy jako substratu, inkubo-
wano w cieplarce w temp. 3D przez 24 godz. Po inkubacji prébki ekstrahowano
roztworem wymywajcym. Natzenie zabarwienia ekstraktu oznaczono w spek-
trofotometrze przy diugei fali 436 nm. llg¢ jonédw amonowych odczytywano
z krzywej wzorcowej.

WYNIKI I DYSKUSJA

Aktywnos¢ badanych enzymow przedstawiono przy pomocy wykresoéw na ry-
sunkach 1-6.

Aktywnos¢ dezaminazy przedstawiono na rysunku 1. Mal&uwary¢, ze im
wigksza byta aktywn& tego enzymu tym w glebie mniej pozostato 1,2-DANB
[20]. Jak wid@ z rysunku 1 dodatek resztek tubinuz po pierwszym dniu inku-
bacji, wptywat wyranie stymulujgco na aktywn& dezaminazy w poréwnaniu
z glely bez dodatkéw. Podobny byt wptyw dodania grzybni i hydrolizatu sojowe-
go. Pobudzenie aktywsa dezaminazy dzki wprowadzeniu dodatkdéw azotowej
substancji organicznej, ulegato zmniejszeniu wraz z uptywersuczavania do-
swiadczenia. Po 21 dniach inkubacji aktywéa@ezaminazy w glebie bez dodat-
kow byta wiksza nk w prébkach gleby z dodatkami.

Aktywnos¢ asparaginazy w badanych prébkach pagiglebowych, wyrao-
na ilascia wytworzonego amoniaku, wskazuje na bardzo wyya silny wptyw
dodanych do gleby resztek tubinu, co obserwowano przez caly okres ijikubac
Mozna zauway¢, ze aktywndé ta wyranie wzrosta po siedmiu dniach i prze-
wyzszata okoto trzykrotnie aktywldé tego enzymu w glebie bez dodatkdw, jak
réwniez w prébkach gleby z dodatkiem grzybni lub hydrolizatu sojowego. Naj-
nizsz, aktywng¢ asparaginazy stwierdzono w probkach z dodatkiem hydrolizatu
sojowego.
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Dezaminaza - Deaminase
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Rys. 1.Aktywnos¢ dezaminazy w czasie inkubacji
Fig. 1. Dezaminase activity during incubation time

Asparginaza - Asparaginase
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Rys. 2.Aktywnos¢ asparaginazy w czasie inkubacji
Fig. 2. Asparaginase activity during incubation time
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Ureaza - Urease
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Rys. 3.Aktywnos¢ ureazy w czasie inkubacji
Fig. 3. Urease activity during incubation time

Lubin - Lupine
—e—Dezaminaza/Deaminase  —m— Asparginaza/Asparaginase
—a— Ureaza/Urease
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Rys. 4.Aktywnos¢ enzymow w glebie z lubinem. Aktywibenzymdw na osi Y podano w skali
logarytmicznej

Fig. 4. Enzyme activity in the soil with the addition afpine. Enzyme activity shown in loga-
rithmic scale
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Czas inkubaciji (dni)
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Rys. 5.Aktywnos¢ enzymow w glebie z tubinem. Aktywébenzymow na osi Y podano w skali
logarytmicznej

Fig. 5. Enzyme activity in the soil with the addition ofghae. Enzyme activity shown in loga-
rithmic scale

—e—Dezaminaza/Deaminase = —m— Asparginaza/Asparaginase
—a— Ureaza/Urease
1000

100 4 //"‘\0
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Czas inkubaciji (dni)
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Rys. 6.Aktywnos¢ enzymow w glebie z tubinem. Aktywébenzymow na osi Y podano w skali
logarytmicznej

Fig. 6. Enzyme activity in the soil with the addition &acto Soytone. Enzyme activity shown in
logarithmic scale



AKTYWNOSC ENZYMOW W PROCESIE AMONIFIKACJI W GLEBIE 31

Stwierdzono,ze aktywnd¢ ureazy ulega zmianom w obeénbhydrolizatu
sojowego (rys. 3). Wplyw ten obserwowano przez caly czas dkéegadczenia.
Pod wptywem dodatku tubinu i grzybni pofermentacyjnej aktydénoeazy byta
wyzsza nk w glebie kontrolnej.

Jak wynika z rysunku 4 oddziatywanie zastosowanych dodatkéw ujskaz
aktywna¢ wybranych enzyméw oraz wymiay wptyw resztek tubinu na aktyw-
nos¢ asparaginazy, przy niewielkim wptywie na aktywéareazy.

Grzybnia pofermentacyjna wpltywata na aktywhaezaminazy przez pierw-
sze 14 dni inkubaciji. Jej wptyw na aktywsddadanych enzyméw przez caly czas
trwania déwiadczenia jest niewielki (rys.5).

Dodatek hydrolizatu sojowego akszat aktywné¢ ureazy i dezaminazy, nato-
miast nie miat wptywu na aktywiéasparaginazy, co przedstawiono na rysunku 6.

Dodatek do gleby azotowej substancji organicznej w postacekesmanicz-
nych pobudzat drobnoustroje do wytwarzania enzyméwgliwiajac rozktad zto-
zonej substancji azotowej. Me sk to wyrazt zwigkszory iloscia komorek drob-
noustrojéw w probkach gleby [5,19].

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych hadbwierdzonoze aktywnd¢ aspara-
ginazy byta najwysza w poréwnaniu z innymi badanymi enzymami. Po 7 dniach
zaréwno w glebie z dodatkiem tubinu jak i grzybni, aktygéntego enzymu wy-
raznie sk zwiekszyta. Wplyw azotowej substanciji organicznej dziatat stymuluj
€0 na dziataln& tego enzymu.

2. Aktywnas¢ ureazy stymulowana byta w glebie obegang hydrolizatu so-
jowego przez caly okres éleiadczenia. Natomiast pod wptywem dodania resztek
lubinu i grzybni obserwowano stymulacpktywndgci ureazy tylko w cigu
pierwszych pciu dni.
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SOIL ENZIMES ACTIVITY OF AMONIFICATION PROCESS
IN THE SOIL WITH THE ADDITION OF ORGANIC NITROGEN

MatgorzataDgbek-Szreniawska, Agnieszka Zimon, Andrzej |. Wyczotkowski

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciesyad. Déwiadczalna 4, 20-290 Lublin
e-mail: mdsz@demeter.ipan.lublin.pl

Abstract. The aim of the research was to detertfieenzymes activity in soil samples after
the addition of organic nitrogen substances. Theeement was carried out on an Orthic Luvisol.
The following substances were introduced to th&é kapine residues, hyphae residues and Bacto-
soytone. The activity of deaminase, asparaginadeuasase was determined in the soil samples.
The highest activity of asparaginase was obserueidgithe experiment.

Keywords: enzyme activity in soil, asparaginasease, desaminase, nitrogen organic sub-
stances



