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Streszczenie. Etapy mineralizacji azotu organicznego w $rodowisku glebowym: proteoliza,
amonifikacja, nitryfikacja. Enzymy biorace udzial w tych procesach. Podstawy oznaczen aktywnodci
enzymow w glebie. Proponowane metody dla wyznaczenia aktywnoéci wybranych enzyméw w glebie.

Stowa kluczowe: gleba, minearalizacja azotu organicznego, metody oznaczania aktyw-
nosci enzymow

Zasadnicza czg$§¢ masy azotu organicznego gleby wchodzi w sktad trwatej
substancji organicznej gleby — préchnicy jako frakcja bialek i produktow ich
hydrolizy, aminokwasoéw zwiazanych z polifenolami, cukrami oraz potaczen tych
produktow z mineratami gleby. Sktadnikami gleby zawierajacymi azot sa réwniez
kwasy nukleinowe, nukleoproteidy i aminocukry [6].

Zwiazki organiczne azotu polaczen prochnicznych i dostajacych sig do gleby
w postaci resztek zwierzgcych i ro$linnych substancji zawierajacych azot
organiczny, ulegaja zlozonym przemianom biochemicznym. W tym procesie
tworza sie dostgpne dla roslin zwiazki azotu mineralnego. We wszystkich sta-
diach poszczegdlnych etapéw ich przemian (proteolizy, amonifikacji, nitryfikacji,
denitryfikacji) maja udzial mikroorganizmy wytwarzajace specyficzne enzymy
wewnatrz zywych komorek lub enzymy pozakomoérkowe wydzielane do $rodo-
wiska, nagromadzone w glebie, osadzone na koloidach organicznych i mine-
ralnych [27,28,41].

* Prace wykonano w ramach projektu badawczego nr 3P04G 04324 finansowanego przez KBN
w latach 2003-2005.
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Etapy przemian ukierunkowane sa na wykorzystanie znajdujacych sie¢ w gle-
bie ztozonych zwigzkéw azotu organicznego, w postaci fragmentéw tkanek i ko-
morek mikro-, mezo- i makrofauny glebowej, resztek roélinnych, obumartych
strzgpek i komorek mikroorganizméw, odchoddéw zwierzecych, oraz dodanych celo-
w0 nawozow organicznych: obornika, kompostéw, osadéw Sciekowych. Przemiany
te polegaja na enzymatycznej hydrolizie, az do uzyskania prostych zwiazkéw
mineralnych pierwiastkéw biogennych pobieranych przez producentéw — rosliny
zielone [36].

Pierwszym etapem tego procesu jest proteoliza — hydroliza ztozonych organi-
cznych zwiazkoéw azotowych. Enzymy biorace udzial w proteolizie w $rodowisku
glebowym sa wytwarzane przez mikroorganizmy heterotroficzne (reducenty)
i wydzielane do tego $rodowiska, w wyniku czego nastepuje hydroliza biatek
i polipeptydéw do wolnych aminokwaséw. Dzieki hydrolitycznej dzialalnosé
nukleaz kwasy nukleinowe ulegaja rozktadowi poczatkowo na nukleotydy, a te
nastgpnie rozszczepiaja si¢ na zasady purynowe i pirymidowe oraz na pozostate
sktadniki — pentozy, jony fosforanowe. Ztozone pochodne aminocukréw (np. chityna)
pod wpltywem dziatania heksoamidaz hydrolizuja z wytworzeniem heksoamin
mogacych by¢ prekursorami kwaséw uronowych [38,32,29,37].

Czg$¢ aminokwaséw i innych niskomolekularnych zwiazkéw azotu organi-
cznego powstalych na drodze proteolizy, moze by¢ pobierana bezpo$rednio przez
drobnoustroje i wyzsze ro§liny zielone, ale wigkszo$¢ z tych zwiazkéw ulega
dalszym przeksztalceniom podczas amonifikacji. Cho¢ w przyrodzie proces
dezaminacji moze przebiega¢ na drodze chemicznej [33], to w glebie proces ten
przebiega na drodze przemian biochemicznych przy udziale enzyméw pocho-
dzenia mikrobiologicznego. Drobnoustroje o uzdolnieniach do amonifikacji
w roznorodny sposoéb prowadza dezaminacjg aminokwaséw, prostych heksoamin
i innych amidéw, uwalniajac amoniak [31]. Mocznik i zwiazki azotu organicz-
nego zawarte w moczu zwierzat w glebie ulegaja hydrolizie pod wptywem np.
enzymu ureazy wytwarzanego przez mikroorganizmy [38,7]. Wielokrotnie podda-
wano badaniom takie dezaminazy glebowe jak ureaza, asparginaza, glutaminaza,
amidaza. Mniej jest poznana aktywno$¢ arginazy, dezaminazy adenozynowej,
liazy amoniako-histydyny lub fenyloalaniny i innych [48,42].

Czgs¢ zawartych w glebie jonéw amonowych moze by¢ asymilowana przez
ro$liny i ponownie wbudowywana w zwiazki organiczne azotowe komorek. Czgsci
za$ ulegaja sorpcji w czasteczkach kwaséw humusowych lub mineralnych. Na drodze
proceséw oksydo-redukcyjnych znaczna czg$¢ jonéw amonowych przy udziale
roznych enzymoéw zostaje utleniona do jondéw azotynowych i azotanowych. Ten
proces nitryfikacji przebiegajacy w warunkach tlenowych powoduje zwigkszenie puli
azotan6w, ktore sa fatwo pobierane przez rosliny zielone [4,5,27].



ENZYMY BIORACE UDZIAL W MINERALIZACJI AZOTU ORGANICZNEGO 39

Proces redukcji azotanéw do amoniaku a cze¢sto do wolnego azotu przebie-
gajacy przy udziale enzymoéw nitroreduktaz zwany jest procesem denitryfikacji.
Warunkiem koniecznym do jego przebiegu jest catkowity brak lub bardzo niskie
stgzenie tlenu w §rodowisku. Proces denitryfikacji przy duzym jego natezeniu
w warunkach np. dlugotrwalego i nadmiermnego nasycenia gleby woda moze
prowadzi¢ do strat azotu w glebie agrocenoz [5,27,29].

Aktywnos$¢ enzymow bioracych udzial w przemianach azotu w $rodowisku
glebowym moze by¢ wskaznikiem:

1. biologicznej aktywnosci $rodowiska glebowego a posrednio wskaznikiem
aktywnosci drobnoustrojow bioracych udziat w tych procesach, w zaleznos$ci
od istniejacych, lub stworzonych przez agrotechnikg warunkéw chemicznych
i fizykochemicznych w §rodowisku gleby p6l uprawnych i innych agrocenoz.
Mozna tez oceni¢ wplyw czynnikdw antropogenicznych na s$rodowisko
glebowe naturalnych fitocenoz [9,13,20,37],

2. aktywno$¢ tych enzymoéw $wiadczy o intensywnosci przemian zwiazkow
azotu w Srodowisku 1 moze by¢ wskaznikiem dostgpnosci azotu dla roslin
rosnacych na polach w danym systemie uprawowym [8,13],

3. charakteryzujacym gleby jednej grupy systematycznej ale pod rézng pokrywa
ro$linng agro- i fitocenoz naturalnych [11,12].

Oznaczanie aktywnoS$ci proteaz (EC 3.4. groups) opiera si¢ na oznaczeniu
wolnych aminokwaséw powstatych w wyniku hydrolizy biatek, polipeptydéw,
dwupeptydéw. Substratami dla proteaz moga by¢ — kazeina, zelatyna [30,3],
zmodyfikowane biatka — azokazeina, azoalbumina [34] lub chemicznie zmienione
tréj- i dwu-peptydy np. N-benzoil-L-arginamid (BAA), N-benzyloksykarbonyl-L-
fenyloalanino-L-leucyna (z-FL,z-PL), benzyloksykarbonyl-L-fenyloalanino-L-
tyrozylo-L-leucyna (z-FTL) stosowane przez Ladd, Butler [30], Watanabe,
Hayano [49], Hayano [21], Burket, Dick [8] i innych.

Najczgsciej oznaczano w glebie aktywnos¢ ureazy (EC 3.5.1.5) stosujac jako
substrat rozne stgzenia roztworu mocznika opierajac si¢ na metodach opisanych
w badaniach Hoffmann, Teicher [22], Tabatabai, Bremner [46], Zantua, Bremner
[50], Kandeler, Gerber [24].

Oznaczenie w glebie aktywnosci enzymoéw L-asparaginazy (EC 3.5.1.1), L-
glutaminazy (EC 3.5.1.2) oparte jest na oznaczeniu ilosci jondw amonowych
uwalnianych w wyniku hydrolizy odpowiednich aminokwaséw. Jony amonowe
oznaczane sa kolorymetrycznie, miareczkowaniem, elektroda jonoselektywna wg
metod podanych przez Omura i in. [39], Frankenberger, Tabatabai [17,18], Kana-
zawa, Kiyoto [23].

Frankenberger, Tabatabai [16] przedstawili metodg oznaczenia w glebie aktywnosci
enzymu amidazy (EC 3.5.1.4). Jako substratu do jego oznaczenia zastosowali roztwory
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formamidu, acetamidu lub propioamidu, ktére to amidy alifatyczne pod dzialaniem
danego enzymu ulegaja hydrolizie z wydzieleniem amoniaku.

Oznaczenie w glebie aktywnosci enzymu dezaminazy (EC 3.5.4) wykonuje sig
wtedy, gdy chcemy wykazaé, czy w danej glebie moze przebiegaé proces
amonifikacji. Substratem w metodzie zaproponowanej przez Killham, Rashid [26]
jest 1,2-diamino-4-nitrobenzen.

Obecnie coraz czeéciej wyznacznikiem biologicznej aktywnosci gleby jest
zdolno$¢ danej gleby do amonifikacji argininy zgodnie z metoda podana przez
Alef, Kleiner [2]. Ta metoda z rznymi modyfikacjami (np. [14])stosowana jest
tak do oznaczania potencjatu amonifikacji danej gleby w réznych warunkach
srodowiska [45] jak i do poréwnania z biomasa drobnoustrojow [25].

Wykonywanie badan nad aktywnoscia licznych enzyméw cyklu przemian azotu
w glebie jest duzo mniejsze, bo wymagaja specyficznych substratow, odczynnikéw
chemicznych, a nawet aparatury. Coraz czgsciej oznaczana jest w glebie aktywno$é
$3-glukozaminidazy EC 3.2.1.30 [40], adenozyno dezaminazy EC 3.5.4.4 [43].

Rzadko oznaczanymi enzymami sa: histydyny amoniako-liaza EC 4.3.1.3
[15], fenyloalaniny amoniako-liaza EC 4.3.1.5 [47], aspartaza EC 4.3.1.1 [44],
reduktaza azotanowa EC 1.7.99.4 [1], oksydaza moczanowa EC 1.7.3.3 [35].

Asparaginaza EC 3.5.1.1
Glutaminaza EC 3.5.1.2

Podstawy oznaczen

W wyniku dezaminacji L-asparaginy lub L-glutaminy, powstaje amoniak, ktrego
ilo§¢ oznaczana moze by¢ w reakcji z odczynnikiem Nessler'a lub indofenolowym.

Metoda I: Omura, Sato, Hayano [39] zmodyfikowana

Sprzet

Spektrofotometr,
Mieszadlo rotacyjne na probowki — (rotor) 60 obrotéw na minute.

N —

Odczynniki

1. Toluen cz.d.a.,
Roztwor substratu — 0,25 M roztwér L-asparaginy lub L-glutaminy w buforze
fosforanowym: 8,2575 g L-asparaginy (np. L-Asparagine firmy Sigma A-
0884 lub L-Asparagin wasserfrei firmy Fluka AG) lub 9,15 g L-glutaminy
rozpusci¢ (kolba miarowa poj. 250 cm®) w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH7,6. Kolbg dopetni¢ do kreski buforem,
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3. Bufor fosforanowy — 0,1 M bufor fosforanowy o pH = 7,6: przepis wykonania
wg Chazieva [10],

4. Roztwér kwasu solnego — 5 M roztwér HCL: do kolby stozkowej o pojemnosci
500 cm’ wlaé 100 cm® wody destylowanej, a nastepnie bardzo powoli po
Sciankach 39 cm’ stezonego HCI cz.d.a. (c.wh 1,18). Po ostygnieciu roztwor
przela¢ do kolby miarowej poj. 250 cm’ i dopeti¢ do kreski woda destylowana,

5. Roztwér wymywajacy — 0,5 M roztwér KCl w 0,2 M roztworze NaOH:
37,28 g KCI cz.d.a. rozpuscié¢ w 1 dm® 0,2 M roztworu NaOH (czyli w roz-
tworze zawierajacym 8 g NaOH cz.d.a. w 1 dm® wody destylowane;),

6. Odczynnik Nessler'a: przepis wykonania wg Grabinska-Eaniewska [19].
TRUCIZNA,

7. Roztwér wzorcowy N-NH';: 2,358 g (NH4),SO,4 cz.d.a. rozpuscié w nie-
wielkiej iloci wody destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 500 cm’.
Po rozpuszczeniu dopetnié woda destylowana do kreski. W 1 cm® roztworu
znajduje sie 0,001 g N-NH*,.

Uwaga: woda destylowana uzywana do odczynnikéw i analiz musi by¢ $wiezo

destylowana lub wygotowana i schtodzona.

Postepowanie w oznaczeniu

Badana glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotno$é. Do duzej probowki z dopasowanym korkiem o pojemnoéci 30-40 cm®
nawazyé 1 g przesianej gleby. Wprowadzi¢ do probowki 0,5 cm® toluenu, zatkaé
szczelnie korkiem. Po 5 minutach doda¢ 5 cm® roztworu substratu, zawartoéé
probéwki wymieszac i wstawi¢ do cieplarki o wybranej temperaturze (np. 30°C) do
inkubacji przez okres 5-24 godzin. Po tym czasie doda¢ 0,3 cm® roztworu kwasu
solnego i zawarto$¢ proboéwki energicznie wymiesza¢. Po dalszych 5 minutach dodaé
10 cm’ roztworu wymywajacego. Zawarto$é proboéwki ponownie doktadnie wymie-
sza¢ 1 dalej miesza¢ na rotorze przy 30 obrotach na minutg przez okres 10 minut.
Zyskang zawiesing wraz z gleba przenie$¢ na zwilzony roztworem wymywajacym
saczek z bibuly twardej (np. Filtrak nr 390). Klarowny przesacz zbieraé do pro-
béwki z zaznaczona objetoscia 15 cm’.

Z 15 cm’ klarownego przesaczu pobraé 1 cm® i wprowadzi¢ do probowki o po-
jemnoéci 10 cm” z kalibracja co 1 cm®. Doda¢ 5 cm® wody destylowanej i 3 cm® buforu
fosforanowego. Zawartoé¢ probéwki wymiesza¢, dodaé 1 cm® odezynnika Nessler'a,
dopetni¢ jesli potrzeba woda destylowana do objetosci 10 cm®. Zawarto$¢ probéwki,
po jej zatkaniu korkiem, doktadnie wymiesza¢. Po 15 minutach zmierzy¢ natezenie
barwy roztworu w fotokolorymetrze przy dtugosci fali 436 nm. Zero fotokolorymetru
nastawi¢ na probg odczynnikowa tzn. mieszaning odczynnikéw, gdzie w miejsce
1 cm® przesaczu wprowadzi¢ 1 cm® roztworu wymywajacego.
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Probki kontrolne

— Probéwka z nawazka gleby z 5 cm® wody destylowanej w miejsce roztworu
substratu, inkubacja jak wyzej,

- Probowka z nawazka piasku przemytego i jatowionego z 5 cm® roztworu sub-
stratu, inkubacja jak wyzej,

— Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Krzywa wzorcowa

Pobra¢ do szeregu kolbek miarowych o pojemnos$ci 100 cm® (w trzech réwno-
legtych powtérzeniach) po 0, 1, 2, 3, 5, 10 cm® roztworu wzorcowego N-NH",.
Do kazdej kolbki doda¢ 10 cm’® wody destylowanej i po 3 cm’ roztworu wymy-
wajacego. Zawartos¢ kolbek wymiesza¢, dopemi¢ do kreski woda destylowang
i ponownie wymieszac. Dalsze postgpowanie jak z przesaczem probki gleby badane;.

Obliczanie wynikéw

Zawartoé¢ mg N w 1 cm’® przesaczu prob odczytaé z krzywej WZOICOWE].
Aktywnos¢ enzymu obliczy¢ wedtug wzoru:

_(§-C)-15-100
10-1- % s.m.

S —ilo¢ mg N w 1 cm’ przesaczu probki badanej,

C - iloé¢ mg N w 1 cm® przesaczu probki kontrolnej,

15 - objeto$é przesaczu (cm?),

10 — czas inkubacji (godz.) np. 10 godz.,

1 — nawazka gleby (g),

100 % 's.m. wspétczynnik przeliczeniowy na sucha masg probki ,

mg N-g 'sm.-h™

Metoda II: Kanazawa, Kiyota [23]
Sprzet

Spektrofotometr,
Mieszadto rotacyjne na proboéwki — (rotor) 60 obrotéw na minute.

N =

Odczynniki

1. Toluen cz.d.a.,
Roztwér substratéw — 0,25 M: 3,66 g L-glutaminy lub 3,31 g L-asparaginy
rozpusci¢ odpowiednio w 100 cm® buforu fosforanowego o pH = 7,6,
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W

Bufor fosforanowy — 0,1 M o pH = 7,6: przepis wykonania wg Chazieva [10].

4. Bufor o pH = 12:30 g Na;PO; 12H,0, 30 g Na;CsHs04 2H,0 i 3 g EDTA roz-
pusci¢ kolejno w 700 cm® wody destylowanej pH roztworu zmierzyé i nasta-
wié na pH =12. Roztwor przelaé do kolby miarowej o pojemnosci 1 dm® i woda
destylowana dopetni¢ do takiej objetosci.

5. Odczynnik indofenolowy:

A. 6 g fenolu cz.d.a., 0,2 g nitroprusydku sodu rozpusci¢ w 1dm® buforu
o pH = 12. Roztwoér przechowywac¢ w chlodni. TRUCIZNA,

B. 20 cm’® podchlorynu sodu (okoto 10% aktywnego chloru) wprowadzi¢ do
400 cm® 1 M roztworu NaOH i rozcienczyé woda do objetosci 1 dm?,

6. Odczynnik Nesslera: 5 g KJ rozpusci¢ w 5 cm® wody destylowane; i taki roztwér
wkrapla¢ do 25% roztworu HgCl, w wodzie destylowanej do chwili utworzenia
trwatej zawiesiny. Nastepnie dodaé 45 cm® 50% roztworu KOH w wodzie desty-
lowanej. Caloé¢ rozcieficzyé woda destylowana do objetosci 100 cm’,

7. Roztwdr kwasu solnego — 5 M HCI wykonanie jak w metodzie I,

8. Roztwér wymywajacy — 0,5 M roztwér KCI w 0,2 M roztworze NaOH: wy-
konanie jak w metodzie I,

9. Roztwér wzorcowy wykonanie jak w metodzie I.

Postepowanie w oznaczeniu

Badana glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotnoé¢. Do probdwki o pojemnosci 20-30 cm?® z dopasowanym korkiem nawazyé
1 g przesianej gleby. Wprowadzi¢ 0,2 cm® toluenu i natychmiast 5 cm® substratu.
Energi-cznie wymiesza¢ zawarto$¢ proboéwki. Wstawi¢ do cieplarki o znanej tempe-
raturze (np. 30°C) na 1-20 godzin. Po inkubacji do zawartosci probowki doda¢
0,3 cm® kwasu solnego i energicznie mieszaé przez 1 minutg. Nastepnie dodaé
9,7 cm’® roztworu wymywajacego. Zawarto$¢ probéwki mieszaé w mieszadle obro-
towym przy 40 obr-min™ przez 10 minut. Uzyskana zawiesing wraz gleba przeniesc,
na zwilzony roztworem wymywajacym, saczek z bibuly twardej (Filtrak nr 390).
Klarowny przesacz zbiera¢ do probéwki z zaznaczona pojemnoscia 15 cm®.

Przy oznaczeniu amoniaku z odczynnikiem Nesslera: z 15 cm® przesaczu pobraé
0,1-0,3 cm® i w matej probdwee rozcienczyé odpowiednio 3,8-3,6 cm® wody destylo-
wanej. Dodaé 1 cm?® buforu fosforanowego pH = 7,6 i 0,1 cm® odczynnika Nesslera,
doktadnie wymiesza¢. Po 3 minutach zmierzy¢ natgzenie barwy w fotokolorymetrze
przy dtugoéci fali 436 nm.

Przy oznaczeniu amoniaku z odczynnikiem indofenolowym: z 15 cm® przesaczu
pobraé 0,1-0,3 cm’ i w matej probéwce rozcienczyé odpowiednio 4,9-4,7 cm® wody
destylowanej. Dodaé 2 cm® skladnika A i 3 cm?® skfadnika B odczynnika indofeno-
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lowego, zawarto$¢ probowki doktadnie wymiesza¢ (najlepiej w mieszalniku probow-
kowym — Vortex mixer). W ciagu 70 minut zmierzy¢ natezenie barwy w foto-
kolorymetrze przy dtugosci fali 630 nm.

Probki kontrolne

1. Probéwka z nawazka gleby, S cm® buforu o pH = 7,6 w miejsce roztworu
substratu,

2. Probéwka z nawazka piasku przemytego i jalowionego z 5 cm
substratu,

3. Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

4 roztworu

Krzywa wzorcowa

Pobra¢ do szeregu kolbek miarowych o pojemnoéci 100 cm® (w trzech réwno-
legtych powtérzeniach) po 0, 1, 2, 3, 5, 10 cm’ roztworu wzorcowego N-NH*;. Do
kazdej kolbki doda¢ 10 em® roztworu wymywajacego. Zawartoéé kolbki wymieszac,
dopemi¢ woda destylowana do objetosci 100 cm®, ponownie doktadnie wymiesza.
Dalsze postgpowanie jak z przesaczem probki gleby badane;.

Obliczanie wynikéw

Jak w metodzie 1.
Amidaza EC 3.5.1.4

Podstawy oznaczen

Enzym amidaza (acylamid amidohydrolaza) katalizuje hydrolize amidéw oraz
podobnych zwiazkéw kwasu weglowego z amoniakiem.

R -CONH, + H,0 = NH, +R - COOH (2)

Metoda: Frankenberger, Tabatabai [16]

Sprzet

1. Aparat Parnasa-Wagnera na szlify do destylacji z para wodna, o kolbie desty-
lacyjnej o pojemnosci 100 cm®,
2. Mikrobiureta o pojemnosci 10 cm® z podziatka co 0,05 cm®.
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Odczynniki

Toluen cz.d.a.,

Bufor Tris - 0,1 M, pH = 8 5: rozpusci¢ 12,2 g Tris (hydroksymetylo) amino-

metan (THAM) w 800 cm® wody destylowanej nastawi¢ pH na 8,5 za pomoca

0,1 M HySO, i dopeti¢ w kolbie miarowej, woda destylowana do objetosci 1 dm?,

3. Roztwér substratu — 0,5 M: 2 c¢cm® formamidu (HCONH,) Iub 2,95 g aceta-
midu (CH3CONHy), lub 3,65 g propioamidu (CH;CH,CONH,) wprowadzié¢
do kolbki miarowej o pojemnoéci 100 cm?®, dodaé buforu Tris, po rozpusz-
czeniu dopehi¢ tym buforem o objetoéci 100 cm®. Roztworu substratu nie
wolno przechowywac,

4. Roztwér chlorku potasu — 2,5 M: rozpusci¢ 2,12 g octanu uranylu (UO,(C,H;0,),)
w 700 cm® wody destylowanej, po rozpuszczeniu doda¢ 188 g KCl cz.d.a. Po
catkowitym rozpuszczeniu chlorku potasu roztwér rozcienczyé w kolbie
miarowej do objetosci 1 dm?,

5. Tlenek magnezu: jak w metodzie II przy oznaczaniu aktywnosci enzymu
ureazy (odczynnik 5),

6. Roztwor kwasu borowego ze wskaznikiem: jak w metodzie II przy ozna-
czeniu aktywnosci enzymu ureazy (odczynnik 6),

7. Roztwér kwasu siarkowego — 0,005 N: nawasz analityczna (firmowa) roz-
cienczy¢ w kolbie mlarowej do objgtosci 2 dm’. Z tego rozciefczenia pobraé
dokiadnq pipeta 10 cm’ i wprowadzié do kolbki m1aroweJ 0 pojemnosci
100 cm®. Dopetié woda destylowana do objetosci 100 cm?®.

Uwaga: woda destylowana uzywana do odczynnikéw i analiz musi by¢ $wiezo

destylowana lub po dtuzszym staniu wygotowana i schtodzona.

N =

Postepowanie W ozhaczeniu

Badana glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotno§¢é. W naczyniu wyskalowanym na objetos¢ 50 cm® (np. w kolbie mlarowej
0 szerokleJ szyjce) umie$cié 5 g nawazki przesianej gleby. Doda¢ 0,2 cm® toluenu
i9 cm® buforu Tris, zatkac korkiem. Zawarto$¢ energicznie wymiesza¢. Wpro-
wadzi¢ do kolbki 1 ecm® roztworu amidu, zawarto$¢ kolbki ponownie energicznie
wymiesza¢. Kolbke z zawarto$cia umie$ci¢ w cieplarce o temperaturze 37°C.
Okres inkubacji: dla formamidu — 2 godziny, dla acetamidu i propioamidu 5-24 godzin.
Po okresie inkubacji do kolbki wprowadzi¢ 35 cm?® roztworu chlorku potasu. Za-
wartosc kolbki energicznie miesza¢ przez 1 minutg. Dopetni¢ kolbke do objetosci
50 cm’ roztworem chlorku potasu, wymiesza¢ i pozostawi¢ na okres 5- 10 minut
do opadnigcia na dno czastek gleby. Z zawiesiny nad osadem pobra¢ 20 cm® i wpro-
wadzi¢ do kolbki destylacyjnej o pojemnosci 100 cm® aparatu Parnasa-Wagnera,
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doda¢ 0,2 g tlenku magnezu. Wiaczy¢ destylacje (przeptyw pary wodnej). W od-
bieralniku pod chtodnica umiesci¢ 20 cm® roztworu kwasu borowego ze wskaz-
nikiem. Destylowa¢ okoto 5 minut. Ilo$¢ N-NH*; w destylacie oznaczy¢ przez
miareczkowanie rozcienczonym roztworem kwasu siarkowego.

Probki kontrolne

Kolbka z nawazka gleby z 1 cm® wody destylowanej w miejsce roztworu amidu,
Kolbka z nawazka piasku przemytego, prazonego w temperaturze 180°C
przez 2 godziny, z 1 cm® roztworu amidu,

3. Dalsze postgpowanie jak z proba badanej gleby.

N =

Obliczanie wynikéw

Aktywno$¢ enzymu obliczy¢ wedlug wzoru:

_(B-C)-0,07-50-1000-100 (3)
20-5-% s.m.

Opis jak w metodzie II oznaczania aktywnosci ureazy.

ug N-g's.m.-2n™

Ureaza EC 3.5.1.5

Podstawa oznaczen

Ureaza katalizuje rozktad mocznika do amoniaku i CO,. Aktywno$¢ enzymu
okresla sig ilocig oznaczonego amoniaku lub ilo$cig mocznika nie nieroztozonego
po inkubacji gleby z okreslong ilo$cig dodanego do niej mocznika. Ilo$¢ amoniaku
oznaczy¢ mozna kolorymetrycznie w reakcji z odczynnikiem Nesslera [22] lub
w reakcji z wytworzeniem blgkitu indofenolowego [24]. Mozna réwniez oznaczyé
przez destylacj¢ z ekstraktu glebowego i miareczkowaniem kwasem o znanym
stgzeniu [46]. Resztki mocznika nie zhydrolizowanego mozna oznaczy¢ kolo-
rymetrycznie [50].

Metoda I Hoffmann, Teicher [22] zmodyfikowana

Sprzet

Spektrofotometr,
Kolbki miarowe o szerokiej szyjce o pojemnosci 55 cm® z korkami i zdzna-
czona objetoscia 50 cm®.

N —
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Odczynniki

1. Toluen cz.d.a.,

Roztwér mocznika: 10 g mocznika cz.d.a. rozpusci¢ na ciepto w 100 cm®
wody destylowanej. Roztwor ten mozna przechowywaé w temperaturze 4°C
nie dtuzej niz 2 doby,

3. Bufor cytrynowy o pH = 6,7: 295 g KOH cz.d.a. oraz 368 g kwasu cytry-
nowego cz.d.a. rozpusci¢ kolejno w 1 dm’ wody destylowane;. pH tego roz-
tworu ustawi¢ za pomoca 1 M roztworu KOH na 6,7 a nastepnie przela¢ do
kolby miarowej o pojemnosci 2 dm® i dopenié do tej objetosci woda desty-
lowana. Bufor uzywac¢ po 2 dniach od jego zrobienia,

4. Roztwor fenolanu sodu: rozpusci¢ 2 g C6H5ONa 3H,0 w wodzie destylo-
wanej w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm®, dopetni¢ woda do kreski,

5. Roztwér podchlorynu sodu rozpusci¢ 4 g NaOH cz.d.a. w 100 cm® wody de-
stylowanej, dodaé 25 cm® podchlorynu sodu (okoto 15% aktywnego chloru)
i calo§¢ rozciefczy¢ do 1 dm® woda destylowang w kolbie miarowej,

6. Roztwér wzorcowy: 2,358 g (NH,4),SO; cz.d.a. rozpuécié w wodzie destylo-
wanej w kolbie miarowej o pojemno$ci 100 cm’, roztwér trwaly, przecho-
wywac¢ w temperaturze 4-8°C. Z takiego roztworu pobraé 10 cm?® i przeniesé
do kolby miarowej o pojemnosci 500 cm® a nastepnie dopetni¢ ja do kreski
woda destylowana. 1 cm’ tego roztworu zawiera 100 pug N-NH,.

Uwaga: woda destylowana uzywana do odczynnikéw i analiz musi by¢ $wiezo

destylowana lub po dtuzszym staniu wygotowana i schtodzona.

Postepowanie w oznaczeniu

Badang glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotnos¢. W naczyniu wyskalowanym na objetosci 50 cm® (np. w kolbce miarowej
o szerokiej szche o pojemnoéci 55 cm®) umiescié 50 g nawazki przesianej gleby.
Dodaé 1 cm’ toluenu, zatkaé korkiem i wymiesza¢ zawarto$¢. Po 15 minutach dodaé
10 cm’® roztworu mocznika. Nastepnie wprowadzi¢ 20 cm® buforu cytrynowego.
Zawarto$¢ kolbki dokladnie wymiesza¢. Kolbke umieéci¢ w cieplarce o znanej
temperaturze (np. 30°C) na okres 3-24 godzin. Po okresie inkubacji do kolbki dodaé
wode destylowang do objetosci 50 cm®, wymiesza¢ energicznie i jej zawartos$¢
saczy¢ przez saczek z bibuly twardej (np. Filtrak nr 390), przesqcz musi by¢
klarowny. Przesacz zblerac do naczynia o pojemnosci 100 cm®. Z zebranego prze-
sqczu pobraé 1-5 cm’, umlesmc w kolbce miarowej o pojemnosci 50 cm®, dodaé
9 cm® wody destylowanej, 4 cm? roztworu fenolanu.
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Wymiesza¢ zawarto$¢ kolbki i dodaé 3-5 ecm® roztworu podchlorynu (3 cm® przy
1 cm’ przesaczu). Ponownie wymiesza¢ zawarto$¢ kolbki, zatkaé korkiem i odstawié
na 20 minut do wywotania barwy. Nastgpnie uzupeti¢ kolbkg woda destylowana
i zawarto$¢ wymiesza¢. W ciagu nastgpnych 2 godzin zmierzy¢ natgzenie barwy
roztworu w fotokolorymetrze przy dtugosci fali 580 lub 630 nm. Zero fotoko-
lorymetru nastawi¢ na probg odczynnikowa tzn. mieszaning odczynnikéw, gdzie
w miejsce 1 cm? przesaczu wprowadzi¢ 1 cm® wody destylowane;.

Probki kontrolne

1. Kolbka z nawazka gleby z 10 cm® wody destylowanej w miejsce roztworu
mocznika, bufor, inkubacja,

2. Kolbka z nawazka piasku przemytego i jatowionego z 10cm’ roztworu
mocznika, bufor, inkubacja,

3. Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Krzywa wzorcowa

Do szeregu kolbek miarowych poj. 50 cm® (w trzech réwnolegtych powto-
rzeniach) wprowadzi¢ po 0, 1, 2, 3, 5, 10 cm’® roztworu wzorcowego rozcien-
czonego. Pozostate odczynniki doda¢ jak przy oznaczeniu amoniaku w przesaczu.

Obliczanie wynikow

Zawarto$é ug N w 1 cm® przesaczu prob odczytaé z krzywej wzorcowej. Aktyw-
nos$¢ enzymu obliczy¢ wedtug wzoru:

_(§-C)-50-100
3.5.%s.m. @

ug N-g'sm.-h™

S —ilo§¢ pgN w 1 cm® przesaczu proby badanej,

C —ilo$é pgN w 1 em’ przesaczu préby kontrolne;,

50 — objetoé¢ przesaczu (cm’),

np. 3 — czas inkubacji (h),

5 — nawazka gleby (g),

100-% "' s.m. — wsp6tczynnik przeliczeniowy na sucha mase probki.
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N —

A

Metoda II Tabatabai, Bremner [46]

Sprzet

Aparat Parnasa-Wagnera na szlify do destylacji z para wodna, z kolba desty-
lacyjna o pojemnosci 100 cm®,
Mikrobiureta o pojemnosci 5-10 cm® z podziatka co 0,01-0,05 cm?,

Wytrzasarka.

Odczynniki

Toluen cz.d.a.,

Roztwér mocznika — 0,2 M: rozpuscié 1,2 g mocznika cz.d.a. w 80 cm® buforu
Tris i po rozpuszczeniu dopetnié¢ w kolbie miarowej do objetosci 100 cm’,

Bufor Tris — 0,05 M o pH = 9: w 700 cm® wody destylowanej rozpuscié 6,1 g Tris
(hydroksymetyl)aminometan, nastawi¢ pH na 9 przy pomocy 0,2 M roztworu
H,S0, i dopemi¢ w kolbie miarowej woda destylowana do objetosci 1 dm’.
Roztwér chlorku potasu: rozpusci¢ 0,01 g Ag,SO, cz.d.a. w 700 cm® wody
destylowanej po rozpuszczeniu doda¢ 188 g KCI cz.d.a. Po catkowitym roz-
puszczeniu chlorku potasu roztwér rozcienczy¢é w kolbie miarowej do
objetosci 1 dm®,

Tlenek magnezu: MgO cz.d.a.,

Roztwér kwasu borowego ze wskaznikiem: rozpusci¢ 5 g HsBO; w 350 cm’
podgrzanej wody destylowanej. Po ostygnieciu dodaé 5 cm’ roztworu etano-
lowego wskaznika Tashiro. Cato$¢ rozcienczy¢ woda destylowana do objgtosci
500 cm® w kolbie miarowej,

Wskaznik Tashiro: zmiesza¢ réwne objgtosci 0,2% alkoholowego (alkohol
etylowy) roztworu czerwieni metylowej i 0,3% wodnego (woda destylowana)
roztworu zieleni bromokrezolowe;.

Roztwér kwasu siarkowego — 2,5 mM (= 0,005 N); jak w metodzie przy
oznaczaniu aktywnosci enzymu amidazy.

Postepowanie w oznaczeniu

Badana glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej

wilgotno$é. Nawazke 5 g przesianej gleby, umiesci¢ w kolbce o pojemnosci 50 cm’,
Dodaé 0,2 cm? toluenu i 9 cm® buforu Tris, wymiesza¢ doktadnie, zatka¢ korkiem. Po
2 minutach doda¢ 1 cm® roztworu mocznika, ponownie wymieszaé i zatka¢. Wstawic
do cieplarki, o temperaturze 37°C na 2 godziny. Po inkubacji doda¢ 35 cm® roztworu
chlorku potasu. Wytrzasa¢ na wytrzasarce przez 30 minut. Zawiesing saczy¢ przez
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saczek z bibuly twardej (np. Filtrak nr 390). Z przesaczu pobra¢ 20 cm® i wprowadzi¢
do kolby destylacyjnej aparatu Parnasa-Wagnera, doda¢ 0,2 g MgO. Wiaczy¢ desty-
lacj¢ (z para wodna). W odbieralniku pod chtodnica umieécié w odbieralniku 10cm?
roztworu kwasu borowego ze wskaznikiem. Destylowa¢ do zmiany barwy roztworu
kwasu z fioletowej na zielona i jeszcze 3 minuty. Ilo§¢ N-NH*, w destylacie oznaczy¢é
przez miareczkowanie mianowanym rozcieficzonym roztworem kwasu siarkowego.

Prébki kontrolne

1. Kolbka z nawazka gleby z 1 cm’® wody destylowanej w miejsce roztworu
mocznika,

2. Kolbka z nawazka piasku przemytego, wyprazonego w 180°C z 1 cm® roz-
tworu mocznika,

3. Dalsze postgpowanie jak z proba badanej gleby.

Obliczenie wynikéw

Aktywno$¢ enzymu obliczy¢ wedtug wzoru:

(B—=C)-0,07-50-1000-100
20-5-% sm. ®)

ug N-g-lsm.-2n™" =

B - iloé¢ cm’ zuzytego 2,5 mM H,SO, na miareczkowanie proby badanej,

C —ilo$é cm’ zuzytego 2,5 mM H,SO, na miareczkowanie préby kontrolne;j,
0,07 — wspétezynnik (1 cm® 2,5 mM H,SO, odpowiada 0,07 mg N),

50 — objetos¢ ekstraktu (cm®),

1000 — wspoétezynnik (1 mg N = 1000 pg N),

20 — ilo§¢ przesaczu do destylacji (cm®),

5 —ilo$¢ gleby do analizy (g),

100-%" s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na suchg mase probki.

Uwaga do metody

Budowa aparatu Parnasa-Wagnera, jego obstuga i postepowanie z nim w czasie
destylacji zawarte sa w np. w: Tomaszewski L. — Mikrometody biochemiczne
w laboratorium klinicznym. PZWL, Warszawa, 128-130, 1970.
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Proteaza EC 3.4.4

Podstawa oznaczen

Proteolityczne enzymy hydrolizuja rozerwanie wiazan peptydowych w biatkach

do polipeptydéw a te do wolnych aminokwaséw. Enzymy proteazy mozna podzieli¢
na dwie grupy proteinazy i peptydazy. Pierwsze dzialaja na biatka drugie katalizuja
rozpad polipeptydéw i dwupeptydéw do pojedynczych aminokwaséw. Przy ozna-
czeniu w glebie aktywnosci proteaz jako substrat stosuje si¢ kazeing, zelatyne i troj-
lub dwupeptydy o znanym sktadzie i utozeniu aminokwaséw w czasteczce. Stopien
aktywnosci enzymow wyznacza sig wedtug ilosci wytworzonych aminokwaséw (np.:
kolorymetrycznie z odczynnikiem Folina lub ninhydrynowym) lub tez oznaczajac
zmiany fizyczne (np. lepkos¢ roztworu substratu).

N =

Metoda I: Macura, Vagnerova [34]

Sprzet

Wytrzasarka w tazni wodnej o regulowanej temperaturze
Spektrofotometr

Odczynniki

Toluen cz.d.a.,

. Roztwdr substratu — 1%: 1 g azokazeiny (np: Azocasein firma Sigma A-2765)

w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm® rozpusci¢ w 50 cm® 1% roztworu
NaHCOj3; (w tazni wodnej o temperaturze 60°C). pH powinno wynosi¢ 8,3. Po
rozpuszczeniu dopelni¢ woda destylowana do objetosci kolbki. Roztwér
przechowywaé¢ w temperaturze 0-4°C,

Roztwor weglanu sodu — 1%: 5 g NaHCO; cz.d.a. rozpusci¢ w kolbie miaro-
wej, w 500 cm® wody destylowanej,

Roztwér kwasu tréjchlorooctowego — 5%: 10 g kwasu tréjchlorooctowego
rozpuscié w 200 cm® wody destylowanej,

Roztwér wodorotlenku sodu — 0,5 M: nawazkg analityczng NaOH rozpusci¢
w 200 cm’ wody destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 200 cm®,
Roztwér wzorcowy azokazeiny: 1 g azokazeiny rozpusci¢ w 1% roztworze
weglanu sodu (pH = 8,3) w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm®. Po roz-
puszczeniu dopetni¢ kolbg do kreski roztworem weglanu sodu. Roztwér za-
wiera 10 mg azokazeiny w 1 cm’.

Uwaga: woda destylowana uzyta do odczynnikéw i analiz musi by¢ $wiezo
destylowana.
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Postepowanie w oznaczeniu

Badang glebg przesia¢ przez sito o oczkach s$rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotno$¢. Nawazke 1 g przesianej gleby (w oryginalnej metodzie glebe podsu-
szano do powietrznie suchej), umiescié w probéwce o pojemnosci 10-15 cm’
(o $rednicy 10-15 mm z dopasowanym korkiem gumowym). Doda¢ 0,4 cm® tolu-
enu, zatkaé korkiem, pozostawié¢ na 15 minut. Nastgpnie doda¢ 2 cm® roztworu
substratu. Inkubowa¢ 24 godziny w faZni wodnej o temperaturze 37°C. Na 1 go-
dzing przed koficem inkubacji (tzn. po uptywie 23 godzin), doda¢ do probéwki 3 cm®
roztworu weglanu sodu. Po zakonczeniu inkubacji zawarto$¢ proboéwki energicznie
wymiesza¢ i doda¢ 3,5 cm® roztworu kwasu tréjchlorooctowego. Po ponownym
zmieszaniu zawarto$¢ probowki saczy¢ przez saczek z bibuly $redniej lub migkkiej
(np.: Filtrak nr 389 lub nr 388). Pobra¢ 5 cm® przesaczu i przenies¢ do czystej
i suchej probéwki. Doda¢ 5 cm’® roztworu wodorotlenku sodu, zawartoé energi-
cznie wymiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut. Nat¢zenie barwy zmierzy¢ w foto-
kolorymetrze przy dlugosci fali 430 nm. Zero fotokolorymetru ustawi¢ stosujac roz-
cieniczony roztwér NaOH (5 cm® NaOH + 5 cm® wody destylowane;).

Probki kontrolne

— Probéwka z nawazka piasku przemytego i jalowionego z 2 cm® roztworu
substratu bez inkubacji,

— Probéwka z nawazka gleby z 2 cm® wody z inkubacja w tazni wodnej,

— Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Krzywa wzorcowa

Do szeregu kolbek miarowych o pojemnosci 50 cm® w trzech réwnoleglych
powtdérzeniach wprowadzi¢ po 0, 1, 2, 5, 8, 10, 15 cm® roztworu WZOrcowego
azokazeiny. Kolbki dopetié do objetosci 50 cm® woda destylowana. Z kolbek po
ich wymieszaniu pobraé po 5 cm’ roztworéw i wprowadzi¢ do probéwek w
miejsce przesaczu. Dalsze postgpowanie jak z przesaczami probki gleby badane;.

Obliczanie wynikow

Zawarto$é mg azokazeiny w 5 cm’ przesaczu odczytaé z krzywej wzorcowe;.
Aktywnos$¢ enzymu obliczy¢ wedtug wzoru:
_(C-5)-5-100 (6)

mg azokazeiny- g ' sm.- b
% ¥8 24-1-% s.m.

C - ilo$¢ mg w przesaczu probki kontrolne;j,
S —iloé¢ mg w przesaczu probki badane;j,
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5 — ilo$é przesaczu (cm?),

24 — czas inkubacji (h),

1 — nawazka gleby (g),

100-%™" s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na sucha mase probki.

RN e

6.

Metoda II: Ladd, Butler [30]

Sprzet

Wytrzasarka w taZzni wodnej o regulowanej temperaturze,
Spektrofotometr,

Wiréwka 10000-12000 obr-min™,

Probéwki wiréwkowe o pojemnosci 25 cm®.

Odczynniki

Bufor Tris — 50 mM, pH = 8,1: 6,06 g Tris (hydroksymetyl) aminometan
rozpusci¢ w 700 cm® wody destylowanej, nastawi¢ pH na 8,1 za pomoca
roztworu 1 M HCl i cato$¢ w kolbie miarowej dopetni¢ woda destylowana do
objetosci 1 dm’,

Roztwér substratu — 2% roztwdr kazeinianu sodu w buforze Tris o pH = 8,1:
10 g kazeinianu sodu (np. Casein sodium salt firma Sigma C-8654 lub Sodu
caseinate firma Roth) umieéci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 500 cm®
doda¢ 300 cm’ buforu Tris i umie$cié w tazni wodnej o temperaturze 50°C.
Mieszajac kolba w tazni doprowadzi¢ do rozpuszczenia kazeinianu. Po roz-
puszczeniu uzupeié¢ buforem do objetoéci 500 cm®. Roztwér zuzyé w dniu
robienia, nie przechowywac,

Roztwor kwasu tréjchlorooctowego (TCA): 30,0 g CC1;COOH cz.d.a. rozpus-
ci¢ w wodzie destylowanej w kolbie miarowej poj. 200 cm® i woda dopeié
do objgtosci kolby,

Roztwor weglanu sodu - 2,8 N: Na,CO; cz.d.a. rozpusci¢ w wodzie destylo-
wanej w kolbie miarowej poj. 1 dm’,.

Odczynnik fenolowy Folin-Ciocalteu: 167 cm® fabrycznego odczynnika Folina
rozcienczy¢ woda destylowana w kolbie miarowej o pojemnosci 500 cm® do
objetosci kolby. Odczynnik mozna przechowywa¢ 1-3 dni w temperaturze 4°C.

Roztwér standardowy tyrozyny — 500 pg w 1 cm® : 50 mg L-tyrozyny w kol-
bie miarowej o pojemnosci 100 cm® rozpuscié w buforze Tris.

Uwaga: jak w metodzie I
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Postepowanie w oznaczeniu

Badang glebg przesia¢ przez sito o oczkach srednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotnos¢. Nawazke 0,2-1 g przesianej gleby umiesci¢é w probéwce o po-
jemnosci 20 cm® z korkiem-zakretka. Dodaé 2,5 cm® roztworu substratu i 3 cm®
buforu Tris. Probéwke zakrgci¢ i umiesci¢ w wytrzasarce w tazni wodnej o tem-
peraturze 50°C na okres 1 godziny. Po tym czasie probéwkg szybko schtodzi¢ do
temperatury 20°C i dodaé 2 cm’® roztworu TCA, dobrze wymiesza¢ i zawarto$é
przela¢ do probowki wiréwkowej. Wirowaé przy obrotach 10000-12000 obr-min™
przez 10 minut (mozna zawarto$¢ probowki przesaczy¢ przez saczek z bibuty $redniej
(np. Filtrak nr 389). 2 cm? roztworu znad osadu lub przesaczu zmieszaé z 3 cm’ roz-
tworu weglanu sodu i 1 cm’ odczynnika Folina. Zmieszaé, odstawi¢ na 10 minut.
Natezenie barwy zmierzy¢ w fotokolorymetrze przy dhugosci fali 700 nm.

Proby kontrolne

1. Probéwka z nawazka gleby z 5,5 cm® buforu Tris (bez substratu) inkubacja
jak wyzej,

2. Probéwka z nawazka piasku przemytego i jalowionego z 2,5 cm® roztworu
substratu i 3 cm® buforu Tris, inkubacja jak wyzej,

3. Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Krzywa wzorcowa

Do szeregu kalibrowanych probéwek o pojemnosci 10 cm® (w trzech réwno-
legtych powtérzeniach) wprowadzi¢ po 0; 0,2; 0,5; 1; 2 i 3 cm® standardowego
roztworu tyrozyny, dopetnié buforem Tris do objetosci 5 cm’. Nastepnie doda¢
5 cm’® roztworu TCA. Jesli powstanie zawiesina lub osad, zawarto§é probowki
odwirowa¢ lub przesaczy¢ przez saczek z bibuly sredniej (np. Filtrak nr 389).
Dalsze postgpowanie jak z przesaczem proby gleby badane;j.

Obliczanie wynikéw

Zawartos¢ ug tyrozyny w objgtosci probki odczytaé z krzywej wzorcowej.
Aktywno$¢ enzymu obliczy¢ wedlug wzoru:
3 o S-C)-100 (7
ug tyrozyny g 'sm.h7t = (§-6)-100
% s.m.

S — odczytana z krzywej wzorcowej zawarto$¢ tyrozyny w probce badanej (ug),
C — odczytana z krzywej wzorcowej zawarto$é tyrozyny w probee kontrolnej (ug),
100-%" s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na sucha mase probki.
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Dezaminaza EC 3.5.4

Podstawy oznaczenia

Roztwér 1,2-diamino 4-nitrobenzenu (1,2-DANB) ma kolor czerwony,
natgzenie koloru zalezy od ilosci zwiazku w roztworze. Intensywnos¢ koloru
zmienia si¢ gdy od pierécienia benzenowego odiaczone zostana na drodze
dezaminacji grupy aminowe. Dezaminacja 1,2-DANB w glebie ma charakter
biochemiczny przy udziale enzyméw dezaminaz.

Metoda: Killham, Rashid [26]

Sprzet

Mieszadlo rotacyjne (rotor) na proboéwki,

Probéwki pojemnosci minimum 30 cm® z korkami,
Probowki z zaznaczona objetoscia 20 cm’,
Spektrofotometr lub fotokolorymetr o dtugosé fali 405 nm,

o B .

Odczynniki

1. Toluen cz.d.a.,

Roztwér substratu 1,2-DANB: 0,012 g 1,2-diamino 4-nitrobenzenu (np.: 4-Nitro-
1,2-phenylendiamin firmy Merck) rozpusci¢ w matej ilosci buforu fosfo-
ranowego o pH = 6,4 w kolbie miarowej o pojemnoséci 200 cm’. Po rozpusz-
czeniu uzupetni¢ tym buforem do kreski na kolbce,

Bufor fosforanowy 0,1 M o pH = 6,4: przepis wykonania wg Chaziev [10],

4. Metanol: alkohol metylowy cz.d.a. TRUCIZNA.

w

Postepowanie w oznaczeniu

Badang glebg przesia¢ przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczy¢ jej
wilgotno$¢. Nawazke 1 g gleby przesianej umiesci¢ w duzej probéwce o pojemnosci
minimum 30 cm?®, doda¢ 0,3 cm® toluenu i zatkaé korkiem. Po pigciu minutach
wprowadzi¢ 6 cm® roztworu substratu. Zatkaé korkiem, doktadnie wymieszaé jej
zawarto$¢. Probowke z zawarto$cia inkubowaé w cieplarce w temperaturze 25-37°C
(w badaniach poréwnawczych zawsze w tej samej temperaturze) przez 20-48 godzin.
Po inkubacji do probéwki doda¢ 10 cm® metanolu i zawarto$é mieszaé intensywnie
przez 10 minut w rotorze o 30 obrotach na minutg. Uzyskang barwna zawiesing
saczy¢ przez saczek z bibuly twardej (np.: Filtrak nr 390) zwilzony uprzednio
metanolem. Pozostatosé w probowce zala¢ ponownie 5 cm® metanolu i jej zawartosé
przenie$¢ na saczek. Klarowny, barwny przesacz zbiera¢ do probowki z zaznaczona
objetoscia 20 cm’. Jesli trzeba to objetosé przesaczu uzupetni¢ do tej objetoci
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metanolem. Natgzenie barwy przesaczu mierzy¢ w spektrofotometrze przy dhigosci
fali 405 nm. Zero fotokolorymetru nastawi¢ na czysty metanol.

Probki kontrolne

— Kontrola barwy — nawazka piasku przemytego i wyjalowionego, roztwor
substratu bez inkubacji, metanol,

— Kontrola barwy przesaczu — nawazka gleby badanej, bufor fosforanowy z in-
kubacja, metanol.

Krzywa wzorcowa

Do szeregu probéwek z zaznaczong objgtoécia 20 cm® nawazyé po 1 g piasku
przemytego i jalowionego. Do probowek doda¢ w trzech réwnolegtych powtd-
rzeniach odpowiednio 0; 0,5; 1; 2; 3; 5: 10 cm® roztworu substratu i uzupehnic do
kreski metanolem. Powstate roztwory przesaczy¢ przez saczki bibutowe i dalsze
postgpowanie jak z probowkami przesaczy badanej gleby.

Obliczanie wynikéw

Aktywno$¢ enzymu obliczy¢é wedlug wzoru:
®)

_{C-8)-100

24-% s.m.
C —ilos¢ ug 1,2 - DANB z krzywej wzorcowej prébki kontrolne;j,
S —ilos¢ pg 1,2 — DANB prébki badanej,
100-%" s.m. — wspotczynnik przeliczenia na 1 g s.m. gleby,
24 — czas inkubacji w godzinach.

ug 1,2—DANB- g~'sm.-h™

Amonifikacja argininy

Podstawy oznaczenia

Dezaminacja argininy w wyniku ktorej powstaja jony amonowe. Powstaty
amoniak oznacza si¢ kolorymetrycznie reakcja Berthelota (reakcja indofenolowa)
w pH alkalicznym.

Metoda: Alef, Kleiner [2]

Sprzet

Spektrofotometr / fotokolorymetr dtugosé¢ fali 630-690 nm,
2. Wytrzasarka z uchwytami na kolbki o pojemnosci 100 cm®.

—
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Odczynniki

1. Roztwdr substratu — 11,5 M: 0,2 g L-argininy (np.: L-Arginina firmy Sigma
A-5006) rozpusci¢ w niewielkiej ilosci podgrzanej wody destylowanej w kol-
bie miarowej o pojemnosci 100 cm’. Po rozpuszczeniu uzupetnié objetosé
kolbki do kreski $wiezo wygotowana i ochtodzong woda destylowana. Od-
czynniki trzeba zuzy¢ w dniu robienia.

2. Roztwér chlorku potasu — 2 M: 149 g KCl cz.d.a. rozpusci¢ w cieplej wodzie
destylowanej. Roztwor przelaé do kolby miarowej o pojemnosci 1 dm” i uzu-
pehi¢ do kreski woda destylowana.

3. Roztwér fenolanu sodu — 0,12 M: rozpusci¢ 2 g C¢HsONa-3H,0 w wodzie
destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm’.

4. Roztwér nitroprusydku sodu — 0,17 mM: 0,05 g Na[Fe(CN)sNO]-2H,O0 roz-
pusci¢ w wodzie destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 1 dm’.
TRUCIZNA,

5. Roztwér podchlorynu sodu — 0,005 M NaOCl w 0,125 M NaOH: 5,0g NaOH
rozpusci¢ w 100 cm® wody destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 1 dm’,
po rozpuszczeniu i ostygnigciu roztworu doda¢ 25-30 cm’ podchlorynu sodu
o zawarto$ci minimum 15% chloru. Uzupetnié objgtos¢ kolby do kreski woda
destylowana. Odczynnik trwatly okoto 4 dni.

6. Roztwér wzorcowy podstawowy 1000 ug N-NH*; w 1 cm’: 3,8207 g NH,CI
cz.d.a. rozpuécié¢ w wodzie destylowanej w kolbie o pojemnosci 1 dm’. Roz-
twor przechowywa¢ w chtodni w temperaturze 4°C.

7. Roztwér wzorcowy roboczy 10 ug N-NH*, w 1 cm’: pobra¢ 10 cm’ roztworu
wzorcowego podstawowego i rozcienczy¢ w kolbie miarowej woda destylo-
wana do objetosci 1 dm’.

Uwaga: woda destylowana uzywana do odczynnikéw i analiz musi by¢ §wiezo

destylowana lub wygotowana i schtodzona.

Postepowanie w oznaczeniu

Badang glebe przesiaé przez sito o oczkach $rednicy 2-3,5 mm. Oznaczyc¢ jej
wilgotno$é. Do kolbki stozkowej o pojemnosci 100 cm® wsypaé 5 g przesianej gleby.
Do kolbki doda¢ 2 cm® roztworu substratu, zatka¢ kolbke korkiem z waty i inku-
bowa¢ w cieplarce o temperaturze np. 30°C (zawsze tej samej w badaniach poréw-
nawczych) przez 3-5 godzin. Po inkubacji do kolbki dodaé 18 cm® roztworu wymy-
wajacego (roztwér chlorku potasu). Zawarto$¢ kolbki energicznie wymieszaé, a na-
stepnie wstawi¢ na wytrzasarke i miesza¢ przez 30-40 minut. Uzyskana zawiesing
przenie$¢ wraz z gleba na saczek z bibuly twardej (np. Filtrak nr 390) przemyty
uprzednio roztworem wymywajacym. Klarowny przesacz zbiera¢ do duzej probowki
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z zaznaczong objeto$cia 20 cm’. Jesh trzeba, przesacz uzupemié¢ do teJ objetosci
roztworem wymywajacym. Z 20 cm klarownego przesqczu pobra¢ 1 cm’ i umlescw
w probowce o pojemnosci 10 cm z kalibracja co lem®. Doda¢ nastqpnle 5 cm’
roztworu wymywajacego, 2 cm’ roztworu fenolanu, oraz 1 cm® roztworu mtro-
prusydku. Zawarto$¢ probowki energicznie wymieszaé, a nastepnie dodaé 1 cm®
roztworu podchlorynu. Zawarto$¢ probowki ponownie wymiesza¢ i pozostawié
w ciemno$ci, w temperaturze pokojowej na okres 30 minut. Po tym czasie zmie-
rzy¢ natzenie barwy roztworu w fotokolorymetrze przy dhugosci fali 630 nm.
Zero fotokolorymetru nastawi¢ na probke, w ktérej w miejsce 1 cm® przesaczu
wprowadzono 1 cm’ roztworu wymywajacego.

Probki kontrolne

1. Kolbka z nawazka gleby z dodatkiem 2 cm® wody destylowanej w miejsce
roztworu substratu, inkubacja jak wyzej,

2. Kolbka z nawazka piasku przemytego i jatowionego z dodatkiem 2 cm®
roztworu substratu, inkubacja jak wyzej,

3. Dalsze postgpowanie jak z probka badana.

Krzywa wzorcowa

- Do szeregu probéwek o pOJemnosm 10 cm® (w trzech powtdrzeniach) wpro-
wadzi¢ po 0; 0,5; 1; 2; 3 i 5 cm® roztworu wzorcowego roboczego i uzupehicé
roztworem wymywajacym do objetosci 10cm’. Zawartosé probéwek dokladnie wy-
mleszac Roztwory w probdéwkach zawieraja odpowiednio 0, 0,5; 1, 2, 3, 5 ug N-NH",
w 1 cm’. Dalsze postgpowanie Jjak z przesaczem probki gleby badaneJ

Obliczanie wynikéw

Zawarto$¢ ug N w 1 cm’® przesaczu odczyta¢ z krzywej wzorcowej. Aktywnosé

procesu obliczy¢ wedtug wzoru:

(§-0C)-20-100 ©)
3-% s.m.

ug N-glsm-h™ =

S —ilo$¢ ug N w 1 cm’ prébki badanej,

C - ilo$é ug N w 1 cm® prébki kontrolne;j,

20 - objetos¢ przesaczu (cm?),

3 — czas inkubacji (h),

5 — nawazka probki gleby,

100-%" s.m. — wspélczynnik przeliczenia na 1 g s.m. gleby.
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Uwagi do metody

Autor tego opracowania uwaza, ze przed dodaniem roztworu substratu do
nawazki prébki gleby w kolbce, nalezy podda¢ ja wstgpnej inkubacji przez
2 godzin w temperaturze, w jakiej bgdzie przeprowadzona inkubacja wlasciwa,
Ta wstepna inkubacja skraca znacznie czas inkubacji wiasciwej.
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ENZYMES TAKING PART IN ORGANIC NITROGEN MINERALIZATION
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Institute of Agrophysics, Polish Academy of Science, ul. Do§wiadczalna 4, 20-270 Lublin 27
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Abstract. Stages of organic nitrogen mineralization in the soil environment: proteolysis, ammo-

nification, nitrification. Enzymes taking part in these processes. Basis of determining the activity of
enzymes in soil. Proposed methods for determination of the activity of selected enzymes in soil.
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