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Streszczenie: Celem badan bylo zbadanie wplywu réznego zakresu temperatur na
parametry kinetyczne Michaclisa-Mentena ureazy glebowej. Badaniom poddano préby zawicrajace
czysty enzym (E), glebe nic nawadniang sciekami wzbogacona enzymem (E + G) i glebg
wiclokrotnie nawadniana dciekami (G). Aktywnos¢ ureazows przy roznych stgzeniach mocznika
0,01-3% i w roznych temperaturach: 0, 20, 37, 60°C oznaczano metoda Bonmanti i wspol [1]. Staly
Michaglisa (Km) i szybko$é maksymalna (Vmax) wyznaczono metoda Liweavera-Burka.

Aktywnos¢ ureazowa (AU) najnizsza byla w temperaturze 0°C, i wynosila: 0,02 uN-NH, kg
h™' w prébic z enzymem, 0,013 pN-NH; kg™ h™' w kombinacji enzym + gleba, 0,05 uN-NH, kg 'h™'
w glebie irygowanej scickami.

Wraz ze wzrostem lemperatury ohserwowano wzrost aktywnosci enzymu. W temperaturze
20°C AU przedstawiala si¢ nastepujaco dla: E = 0,10 uN-NH, kg™ h™', E + G = 0,08uN-NH, kg™
h=!, G = 0,03 pN-NH, kg"' h"'. Najwyzsze wartoéci aktywnoéci ureazowej zanotowano w
temperaturze 37°C : 0,33 uN-NH, kg™' h™' dla proby zawierajacej preparat handlowy, 0,16 uN-NH,
kg™ h' w kombinacji gleba wzbogacona enzymem, 0,125 uN-NH; kg™ h™! dia gleby irygowanej
Scickami miejskimi. Wzrost temperatury do 60°C powodowal spadek aktywnosci enzymatycznej. W
zakresie temperatur 0-37°C zanotowano spadek wartodci stalej Michaelisa i wazrost szybkosci
maksymalnej zachodzacej reakcji we wszystkich analizowanych wariantach, natomiast w 60°C
twierdzono wzrost Km i spadek wartodci Vmax.

W oparciu o analiz¢ otrzymanych wynikéw mozna stwierdzié Zze ureaza wykazuje najwigksze
powinowactwo wzgledem substratu w temperaturze 37°C, natomiast wazrosl temperatury jak
rowniez jej spadek zmniejsza dostgpnodé mocznika dia enzymu,

Slowa kluczowe: aktywno§é ureazowa, iemperatura, stala Michaclisa, predkosé
maksymalna.
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WPROWADZENIE

Problem utylizacji mocznika urasta do rozmiaréw proporcjonainych do li-
czebnosci aglomeracji, a wedlug danych literaturowych oszacowanych w roku
1994 dla Polski wprowadzono 623 tys. ton mocznika do gleb i wéd powierzch-
niowych [9]. Przeprowadzany proces technologiczny z uwzglednieniem [ stopnia
oczyszczania mechanicznego i Il stopnia oczyszczania metoda osadu czynnego
nie powoduje calkowitego usuwania mocznika wraz ze $ciekami. Niekompletna
hydroliza mocznika powoduje, ze 10% tego skiadnika, w praktyce odprowadzana
jest do wod powierzchniowych. Stosowanie tzw. ,doczyszczania” sciekéw po-
przez irygacj¢ upraw przemystowych, powoduje przy aktywnym udziale roslin
pobieranie przez nie formy amonowej azotu w wyniku rozkladu mocznika pod
wplywem ureazy glebowej, badz wydzielanie do atmosfery uwolnionego amonia-
ku.

Aktywny w tym procesie enzym-ureaza nalezy do grupy enzymow z klasy
hydrolaz o bardzo wysokiej specyficznosei substratowej [2]. Jej masa molekula-
na waha sie w granicach 151 000-480 000 Da. Ureaza produkowana jest przez
liczne bakterie: Proteus, Helicobacter, Klebsiella Spp, Providencia stuartii, Mor-
ganella morgani [4, 7, 10], Staphylococcus spp [11], Bacillus spp [6] jak réwniez
przez algi, grzyby i rosliny wyzsze [7].

Jest aktywna w szerokim zakresie pH: 6-10 [8, 12] i odporna na dzialanie za-
réwno wysokich jak i niskich temperatur [3, 5, 13].

Aktywnosc¢ ureazowa (AU) regulowana jest dostgpnoscia substratu, dlatego
tez wyznaczenie parametrow kinetycznych Km i Vmax reakcji hydrolizy moczni-
ka, charakteryzuje powinowactwo ureazy wzgledem substratu w danym srodowi-
sku i dostarcza istotnych informacji o przebiegu procesu, jego szybkosci i warto-
sciach granicznych stezen, przy ktdrych czynnos¢ tego enzymu praktycznie usta-
je.

Celem pracy byla analiza wplywu temperatury na parametry kinetyczne Mi-
chaelisa-Mentena ureazy w trzech roznych doswiadczeniach: obecnosci ureazy
handlowej (z BDH), w kombinacji gleba (nie nawadniana sciekami) z dodatkiem
handlowego enzymu i dla gleby wielokrotnie irygowanej sciekami.
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METODYKA BADAN

Badania byly prowadzone z: enzymem handlowym (E) pochodzacym z firmy
BDH, enzymem z dodatkiem gleby organicznej z poletka nigdy nie nawadnianego
$ciekami miejskimi (E + G) oraz gleby irygowanej Sciekami po 11 stopniu oczysz-
czenia (G), (10-krotnie w ciagu sezonu wegetacyjnego).

Aktywnosé¢ ureazowa (AU) oznaczano metoda Bounmanti i wspol. [1] pole-
gajaca na oznaczeniu zawartosci NH;" po wytworzeniu barwnego kompleksu
z fenylonitroprusydkiem i podchlorynem sodowym. W tym celu proby byly przy-
gotowane w elenmayerkach zawierajacych odpowiednio: 0,01 mg enzymu, 0,01
mg enzymu w polaczeniu z Ig gleby uprzednio nie nawadnianej Sciekami, 1 g
gleby poddawanej irygacji $ciekami. Nastgpnie po dodaniu buforu cytrynowego
o pH 6,7 oraz mocznika w roznych stezeniach 0,01-3% préby byly inkubowane
w temperaturze 0, 20, 37 i 60°C przez okres 1,5 godziny. Po zakonczeniu inkuba-
cji poddawano je ekstrakcji 2M KCI, przesaczono a po dodaniu fenylonitropru-
sydku i podchlorynu sodu oznaczano absorbancj¢ barwnego kompleksu przy dlu-
gosci fali 630 nm na spektofotometrze Shimadzu UV — 1601PC. Aktywnos¢ en-
zymu wyrazono w UM uwolnionego N-NH," wydzielonego w czasie 1 h w stalej
temperaturze w odniesieniu do 1kg gleby.

Stala Michaelisa i Vmax wyznaczono metoda Lineweavera-Burka, z réwnania
prostej typu: 1/V =ax + b,

OMOWIENIE WYNIKOW

Proby poddane badaniom wykazywaly zroznicowanie aktywnosci ureazowej
zaleznie od rodzaju préby i temperatury, w ktdrej wykonano dane oznaczenie.
Najnizsza wartosé aktywnosci ureazowej zanotowano w temperaturze 0°C, ktora
wynosila odpowiednio dla wariantu: z enzymem ponizej wartosci 0,02 pM N-
NH, kg™ h™, 0,013 uM N-NH," kg™ h™ w kombinacji enzym + gleba i 0,005 uM
N-NH,* kg™ h™" w glebic irygowanej $ciekami (Rys. 1A). Podwyzszenie tempe-
ratury do 20°C powodowalo wzrost aktywnosci ureazy we wszystkich analizowa-
nych probach érednio o 81% (0,1026 uM N-NH,* kg™ h™' dla E, 0,08 uM N-NH,’
kg™ h™" w kombinacji E + G i 0,039 uM N-NH,* kg™ h™' dla G) w odniesieniu do
wynikéw uzyskanych w temperaturze 0°C (Rys. 1B). Aktywno$¢ enzymu w tem-
peraturze 37°C charakteryzowala si¢ wzrostem jej wartosci we wszystkich anali-
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zowanych wariantach (Rys. 2C) i osiagnela nastepujacy poziom: 0,33 pUN-NH,
kg™ h™' w kombinacji z enzymem handlowym, 0,16 UN-NH, kg™ h™' w wariancie
enzym + gleba, 0,125 pN-NH, kg™ h™" w glebie irygowanej $ciekami.

W temperaturze 60°C stwierdzono spadek aktywnosci enzymatycznej we
wszystkich kombinacjach odpowiednio: z preparatem handlowym o 34% (AU =
0,2308 uM N-NH," kg™' h™"), z glebg wzbogacong enzymem o 30% (AU =
0,1363 pM N-NH.,* kg™ h™"), a w glebie irygowanej $ciekami zaledwie o 7% (AU
=0,1363 uM N-NH," kg™ h™") (Rys. 2D).

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen mozna stwierdzi¢, ze najbardzie;
wrazliwy na zmiany temperatury okazal si¢ preparat zawierajacy czysty enzym,
natomiast pozostale kombinacje okazaly si¢ bardziej stabilne, co znalazlo odbicie
w roznicach w aktywnosci ureazy pomigdzy poszczegdlnymi ukladami (Rys. 3).
Najwigkszy przyrost aktywnosci w zakresie 0-37°C wystapit w kombinacji
z handlowym preparatem ureazy (16,5 krotny, co odpowiada 0,44 uN-NH, kg™’
h™' na 1°C), nizszy w kombinacji gleba + enzym (12,5 krotny, wzrastajac o 0,33
MN-NH, kg™' h™' na 1°C ), najnizszy w przypadku gleby irygowanej sciekami
miejskimi (2,5 krotny przy wzroscie aktywnosci ureazowej 0 0,067 uN-NH, kg™’
h™ na 1°C).

Wzrost temperatury w przedziale 0-37°C powodowatl spadek wartoéci stalej
Michaelisa (Km), dziesigciokrotny w kombinacji: z preparatem enzymatycznym
i 100-krotny w glebie i w glebie z dodatkiem enzymu. W 60°C enzym wykazywat
mniejsze powinowactwo do substratu co znajdowalo swoje potwierdzenie we
wzroscie wartosci Km, ktéra wynosita dla preparatu enzymatycznego 1,11 x 1072,
gleby z dodatkiem enzymu 6,6 x 1073, gleby irygowanej $ciekami 7,1 x 107

Szybkos¢ maksymalna (Vmax) osiagala wartosci najwieksze w 37°C, co su-
geruje najszybszy przebieg reakcji enzymatycznej w tej temperaturze i najwyzsze
powinowactwo wzgledem mocznika. Wzrost lub spadek temperatury we wszyst-
kich analizowanych wariantach pociagal za sobg spadek tempa zachodzacej reak-
cji enzymatyczne;j.
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Rys. 1. Zaleznodé od stgzenia mocznika (wyrazonego w % wag roztworu) na aklywnosé ureazy w
temperaturze: A -0, B - 20°C.
Fig. 1. Influence of urea concentration on urease activity at temperature: A - 0, B - 20°C.
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Rys. 2. Zaleznosé od st¢zenia mocznika (wyrazonego w % wag roztworu) na akiywno$é urcazy w
temperaturze: C - 37, D - 60°C.
Fig. 2. Influence of urca concentration on urease activity at temperature: C - 37, D - 60°C.
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Rys. 3. Zaleznosé aktywnosei ureazowej od temperatury w kombinacjach dodwiadezenia: E — cizy-
sty enzym, E + G - enzym + gleba, G - gleba
Fig. 3. Influence of temperature on urcase activity in different samples: E — pure enzyme, E + G -
enzyme with soil, G - soil.

Tabela 1. Parametry kinelyczne ureazy glebowej w temperaturze: 0, 20, 37, 60°C

Table 1. Michaclis-Menten parameters of soil urcase at temperature: 0, 20, 37, 60°C

Vmax Km
Enzym Gleba Gleba + Enzym Enzym Gleba Gleba + Enzym
0°C 1,810 1107 1,4 107 66107 | 3310" 5.110"
20°¢C 8,3 102 2 107 5107 1,2 107 110" 41107
37°C 22107 1,310" 1,72 10" 8,7 10" 3.6 10° 4107
60°C 3,110" 1,25 10" 1,28 i0" 110107 | 65107 7,110°
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1.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan medelowych wykazano:
Najnizsza wartosé aktywnosci ureazowej (AU) w temperaturze 0°C:

a) ponizej wartosci 0,02 uN-NH, kg™ h™' w prébie z enzymem handlowym,
b) 0,013 UN-NH, kg™'h™' w kombinacji gleba + enzym,
c) 0,05 pUN-NHq kg™ h™" w glebie irygowanej sciekami.

2.

Wzrost temperatury w zakresie 0~37°C powodowal wzrost AU we wszystkich
analizowanych kombinacjach, maksimum aktywnosci ureazowej stwierdzono
w temperaturze 37°C na poziomie:

a) 0,33 uN-NH, kg™ h™'w kombinacji z enzymem handlowym,
b) 0,16 UN-NH, kg™' h™" w wariancie enzym + gleba,
c) 0,125 uN-NH, kg™ h™' w glebie irygowanej éciekami.

3.

Podwyzszenie temperatury do 60°C spowodowalo spadek aktywnosci ureazo-
wej w probach z preparatem handlowym o 34%, z gleba z dodatkiem enzymu
0 30%, a w glebie irygowanej $ciekami zaledwie o 7%.

Spadek wartoici stalej Michaelisa (Km) wraz ze wzrostem temperatury
w przedziale temperatur 0-37°C, dziesigciokrotny w kombinacji: z preparatem
enzymatycznym i 100-krotny w glebie i w glebie z dodatkiem enzymu.

W 60°C enzym wykazywal mniejsze powinowactwo do substratu co znajdo-
walo swoje potwierdzenie we wzroscie wartosci Km.

Szybkos¢ maksymalna (Vmax) osiagala wartosci najwigksze w 37°C, malala
w temperaturze 60°C.

. Na wzrost temperatury najbardziej reaguje preparat handlowy enzymu, uklad

z gleba okazat si¢ bardziej stabilny.

. Najwigkszy przyrost aktywnosci w zakresie 0-37°C wystapit w kombinacji

z handlowym preparatem ureazy (16,5 krotny, co odpowiada 0,44 uUN-NH;
kg™ h™' na 1°C), nizszy w kombinacji gleba + enzym (12,5 krotny, wzrastajac
o0 0,33 uUN-NH, kg™ h™' na 1°C), najnizszy w przypadku gleby irygowanej
Sciekami miejskimi (2,5 krotny przy wzroécie aktywnosci ureazowej 0,067
MN-NH, kg™ ™ na 1°C).

. Obecnos¢ materiatu glebowego sprawia wigksza stabilnosé AU w poréwnaniu

z enzymem in vitro w szerokim zakresie temperatur (0-37°C) wyrazajaca sie
slabym narastaniem aktywnoéci oraz mniejsza wrazliwoscia na zanik aktyw-
nosci przy wyzszych temperaturach.
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10.Efektywne dziatanie ureazy zwigkszajace wielokrotnie zdolnosci doczyszcza-

11

2.

jace zardwno w glebie jak i roztworze mozna osiagnaé poprzez optymalizacjg
temperatur w zakresie 37-60°C.
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Summary: The aim of the investigations was to measure relationship between temperature
and Michaclis-Menten's kinetic parameters of soil s urease. The measurements were performed on
three kinds of samples: the first one containing pure enzyme (E), the second one containing soil
never imigaled with waste water but amended with pure enzyme (E + G), the third one containing
soil irrigated with waste water after 11 step purification (G). Urease activity at different
concentration of urea 0,01-3% and temperature: 0, 20, 37, 60°C was marked with the help of
Bounmanti et al. {1] method, Michaelis Constant (Km) and maximum potential activity (Vmax)
were determined by method of Liweaver-Burk.

The lowest urcase activity (AU) was found at 0°C and was determined for different samples:
0,02 uN-NH, kg~' h™' for the sample with pure enzyme, 0,013 pN-NH, kg™ h! soil never irrigated
with wastc water but enhanced with pure enzyme, 0,05 pN-NH, kg™ h™! soil irrigated with waste
water after 1 step purification. With an increase of temperature the urease activity level was
observed. At 20°C the following value of AU was found in samples: 6,10 uN-NH, kg™ h™! for E,
0,08 uN-NH, kg™' h™' for E + G, 0,03 uN-NH, kg™' h™! for G. The highest urease activity was
observed at the temperature of 37°C and it was 0,33 uN-NH, kg™ h™' for E, 0,16 pN-NH, kg™ h™!
for E + G, 0,125 uN-NH; kg™ h™' for G. The risc of temperature to the level of 60°C caused
a decrease of urease activity. With an increase of temperature within the range of 0-37°C a decrease
of Michaclis constanis was noticed and increasc of maximum potential activity in all the analysed
samples. At 60°C decrease Km and Vax was observed.

On the basis of results obtained it is possibie to conclude that urease shows the highest activity
at 37°C, whilst an increase of temperature or its decrease reduce the activity.

Keywords: urcase activity, temperature, Michaclis constants, and maximum velocity.



