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WSTEP

Uprawa, nawozenie, ochrona oraz skazenie gleby modyfikujg jej wtasciwosci
fizykochemiczne, a takze zmieniajg aktywno$¢ biologiczng. Miarg aktywnosci
biologicznej, na ktora sktada sie catoksztatt zachodzacych w niej przemian zwigz-
kdw i energii, moze by¢ aktywnos¢ enzymatyczna. Zalezy ona zaréwno od typu
gleby, od gtebokosci profilu glebowego, od szaty roslinnej, jak i od wielu innych
czynnikéw oddziatujacych naglebe [Ciedlaiin. 1977; Kobus 1995 ; My $kow 1981 ;
Myskéw iin. 1996; Koper iPiotrowska 1996]. Istotny jest zatem wptyw cztowieka
przez stosowanie nawozOw mineralnych i organicznych oraz rézne uprawy na
aktywno$¢ enzymatyczng gleby. Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na dodatkowe
zabiegi czesto zaktdcajace prawidtowy metabolizm sktadnikéw gleby. Jednym z
wazniejszych czynnikéw jest stosowanie, nie zawsze w zalecanych iloSciach,
chemicznych $rodkéw ochrony roslin oraz wszystkich sktadnikéw wchodzacych
w skiad wprowadzanych preparatdw [Anderson i Drew 1976; Malkomes 1990;
1992; Nowak J. 1996; Nowak J. i in. 1997, 1998; Nowak A. i in. 1998]. Duzgrole
w $rodowisku odgrywa obecnos¢ metali ciezkich, ktére w niewielkich stezeniach
dziatajg stymulujaco, natomiast w wiekszych inhibitujgco na aktywno$é enzymow
glebowych [Bremner, Douglas 1971; Christensen i in. 1982; Frankenberger i in.
1983]. Efekt dziatania metali zwigzany jest zaréwno z wiasciwosciami fizykoche-
micznymi gleby, zawartos$cig zwigzkow humusowych [Frankenberger iin. 1983]
rodzajem enzymu, jak i z samym metalem [Christensen iin. 1982]. Zaobserwo-
wano synergistyczny efekt w oddziatywaniu WWA i metali ciezkich na aktyw-
no$¢ enzymatyczng drobnoustrojéw [Smreczak, Maliszewska-Kordybach 1998].
Sposrdd dwudziestu przebadanych metali [Tabatai 1977] stosowanych w ilosci
5 pmoli x g-1 gleby, efekt hamujacy na aktywno$¢ ureazy wykazywaty jony
metali wedtug nastepujacej kolejnosci: Ag+>Hg2+ >Cu2+ >Cd >Zn2+ >Sn
>Mn2+oraz generalnie Fe3+>Fe2+i Cu2+>Cu+. Szczegdlnie narazone na skazenia
duzg iloscig metali ciezkich sg gleby znajdujace sie w poblizu duzych aglomeracji
miejskich. Czarnowska [1997] zwraca uwage na znaczne stezenia cynku, otowiu,
miedzi i kobaltu w glebach ciezkich.



62 J. Nowak, E. Niedzwiecki, M. Dziel

Celem niniejszej pracy byto zbadanie dziataniajon6w metali: Zn2+ Cd2+i Co2+
wystepujacych w glebie w ilosciach dozwolonych (wg polskich norm) oraz
znacznie je przekraczajacych, na aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej i kwasnej -
enzymow uczestniczgcych w wiekszosci proceséw metabolicznych.

MATERIAL | METODY BADAN

Badania przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na prébach gleby
pobranych z ornego poziomu préchnicznego (0-30 cm) czarnych ziem Réwniny
Gumienieckiej. Gleby te w poziomie Apwykazujg sktad granulometryczny gliny
lekkiej pylastej, niewielkg zawarto$¢ prochnicy (1,2-1,8%), odczyn stabokwasny
badz obojetny, wysoka zasobnos$¢ w przyswajalny fosfor oraz srednig do wysokiej
zasobno$¢é w przyswajalny potas i magnez [Bogda i in. 1990]. Zaliczane sg one
przewaznie do Il oraz Ill ai b klasy bonitacyjne;j.

Do czesci ziemistych materiatu glebowego wprowadzono roztwory nastepuja-
cych soli: Zn (N03)2+6H20, Cd(N03)2+4H20, Co(N03)2<6H20. Ilosci wprowa-
dzonego do gleby metalu podano w tabeli 1. W tabeli 2 ujete zostaty wielkosci pH
gleby kontrolnej oraz prébek glebowych po wprowadzeniu wodnych roztworéw
wymienionych soli.

Za podstawowa dawke metalu przyjeto ilo$¢ mieszczaca sie w zakresie dopu-
szczalnym wg Monitora Polskiego [1986], druga-5-krotnie wiekszg, a trzecig 25
razy wiekszg od pierwszej. Po naniesieniu wodnych roztwordw soli, wilgotnos¢
gleby doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej, glebe doktadnie
wymieszano i przechowywano w szczelnym worku foliowym w temperaturze
20°C. Wilgotnos¢ i temperatura gleby byfa utrzymywana na statym poziomie.
Probki gleby do pomiaréw aktywnoS$ci enzymatycznej pobierano w nastepujacych
terminach: 0, 1,3, 6, 12, 24, 48 i 96 dniu doSwiadczenia. W pobranych prébkach
glebowych (9 serii + kontrola) badano w trzech powt6rzeniach aktywnos$¢ fosfa-
tazy kwasnej (pH = 6,5) i zasadowej (pH =11). Aktywno$¢ wymienionych
enzymow oznaczano fotometrycznie przez pomiar wielkosci ekstynkcji stosujac
jako substrat p-nitrofenol na spektrometrze UV/VIS (Lambda Bio) firmy Perkin
Elmer oraz na spektrometrze firmy Zeiss Jena przy dtugosci fali 400 nm [Tabatai,
Bremner 1969] w zmodyfikowanej wersji [Eivazi, Tabatai 1977]. Wyniki badan
zostaty przedstawione na rysunkach 1-3 oraz w tabeli 3. Dane dotyczace aktyw-
nosci fosfatazy odczytane jako ilos¢ |Jg p-nitrofenolu na 1 g suchej masy gleby
zostaty podane jako procent w stosunku do gleby kontrolnej (bez dodatku soli
wymienionych metali), w ktorej przyjeto aktywno$¢ fosfatazy za 100%. Jedno-
cze$nie na rysunkach (w gornej czesci kazdego wykresu) przedstawiono graficz-
nie wielkosci NIR dla poziomu istotnosci 0,05.

TABELA 1. Stosowane dawki badanych metali w glebie [mg x kg 1gleby]
TABLE 1. Doses of the applied heavy metals [mg x kg-1 soil]

Metal - Metal Kontrola | stezenie Il stezenie 111 stezenie
Control | concentration 1l concentration 111 concentration

Kadm - Cadmium 0,9 3,0 15,0 75,0

Kobalt - Cobalt 5,0 10,0 50,0 250,0

Cynk - Zinc 62,2 150,0 750,0 3750,0
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WYNIKI | DYSKUSJA

Dane przedstawione w tabeli 2 wskazujg na zmiany odczynu gleby po dodaniu
roztworow wodnych wymienionych soli, szczeg6lnie widoczne jest to w przypad-
ku stosowania trzeciego stezenia soli cynku (zmiany pHKCl z 7,45 do 6,16).
Optimum aktywnosci fosfatazy kwasnej wedtug wielu autorow miesci sie w
granicach pH 4,0-6,5, a zasadowej 9-11 [Margesin, Schinner 1994; Trasar-Cepe-
da, Gil-Sotres 1987]. Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej oznaczano przy pH 6,5, a
zasadowej przy pH 11. W zwigzku z powyzszym nie analizowano w niniejszej
pracy wptywu pH gleby na zmiany aktywnosci obydwu fosfataz.

Uzyskane wyniki wskazujg na spadek aktywnosci fosfatazy zasadowej przy
dawce wyjsciowej soli kadmowych do okoto 90%, dla dawki pieciokrotnie wy-
zszej do okoto 85-75% oraz dla dawki dwudziestopieciokrotnie wyzszej do okoto
80-70% aktywnosci w glebie kontrolnej (rys. 1A). Wyrazne obnizenie aktywnosci
obserwowano zwtaszcza miedzy pierwszym a széstym dniem doswiadczenia.
Nastepnie dla wszystkich zastosowanych dawek kadmu aktywno$¢ fosfatazy
zasadowej zwiekszata sie i stopniowo stabilizowata w okresie do 96. dnia. Chara-
kterystyczne jest, ze praktycznie do ostatniego dnia doswiadczenia utrzymywata
sie inhibicja aktywnosci tego enzymu przy wszystkich dawkach soli kadmowych.

Przedstawiono rowniez zmiany aktywnosci fosfatazy kwasnej spowodowane
dodatkiem soli kadmowych w trzech zastosowanych dawkach (rys. 1B). We
wszystkich przypadkach nastgpito zmniejszenie aktywnosci fosfatazy kwasnej,
przy czym pierwsze stezenie soli obnizato te aktywnos¢ od 10 do 30%, drugie od
30 do 50%, atrzecie od 30 do 80% w stosunku do gleby kontrolnej. W pierwszym
okresie inkubacji gleby widoczny jest gwattowny spadek aktywnosci, nastepnie
po 3-6 dniach niewielkie podwyzszenie, a nastepnie ponowny spadek az do
ustabilizowania na poziomie obnizonym w stosunku do aktywno$ci w glebie
kontrolnej w zaleznosci od wielkosci zastosowanej dawki. Dziatanie kadmu
zmniejszajace aktywnos$¢ tego enzymu jest wyraznie widoczne przy wszystkich
zastosowanych stezeniach tego metalu.

W przypadku zastosowania soli kobaltu (rys. 2), podobnie jak miato to miejsce
dla kadmu, wptyw na aktywnosc¢ fosfatazy zasadowej jest mniejszy niz na aktyw-
nos¢ fosfatazy kwasnej (niemniej jednak w obydwu przypadkach rdznice sg
statystycznie istotne). Aktywnosc¢ fosfatazy zasadowej poa wptywem wszystkich
dawek soli kobaltu poczatkowo (pierwszy dzier inkubacji) ulegta dos¢ silnemu
obnizeniu (60-80% poziomu gleby kontrolnej), po czym okoto trzeciego dnia
inkubacji spadek aktywnosci byt zdecydowanie mniejszy (80-95% aktywnosci

TABELA 2. pH gleby kontrolnej i prébek glebowych po wrowadzeniu soli metali
TABLE 2. pH of the control soil and with applied heavy metals

Metal Kontrola - Control | stezenie Il stezenie 111 stezenie

Metal | concentration Il concentration 111 concentration
pHH20 pH keci pHH20 pH kci pHH20 pH kci pHwo pH kci

Kadm 8,00 7,45 8,04 7,46 8,03 7,45 7,92 7,43

Cadmium

Kobalt 8,00 7,45 8,00 7,43 7,96 7,41 7,63 7,29

Cobalt

Cynk 8,00 7,45 7,61 7,22 6,91 6,70 6,00 6,16

Zinc
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RYSUNEK 1. Zmiany aktywnos$ci fosfatazy w glebie po dodaniu soli kadmu: A - fosfataza
zasadowa, B - fosfataza kwasna

FIGURE 1 Changes of the soil phosphatase activity caused by the addition of cadmium salt: A -
alkaline phosphatase, B - acid phosphatase

gleby kontrolnej), a nastepnie aktywnos$¢ ulegata ponownemu zmniejszeniu do
dwunastego dnia doswiadczenia. Obserwuje sie niewielkie zmniejszenie spadku
aktywnosci fosfatazy zasadowej do dwudziestego dnia i wzgledng stabilizacje na
poziomie okoto 90% w poréwnaniu z kontrolg dla pierwszego stezenia, 85-75%
dla drugiego stezenia i 80-70 dla trzeciego stezenia.

Podobnie jak w przypadku fosfatazy zasadowej, réwniez wptyw soli kobalto-
wych na fosfataze kwasng jest duzy w pierwszych dniach do$wiadczenia. Zacho-
dzi wtedy gwattowne obnizenie aktywnosci enzymu, po czym nastepuje okres
pewnego wzrostu. Okresy wiekszego i mniejszego hamowania aktywnosci powta-
rzajg sie az do ustabilizowania na koncu doswiadczenia dla dawki pierwszej i
drugiej. Najwyzsza dawka wywotuje narastajgce hamowanie przez caty okres
doswiadczenia, osiggajgce po 96 dniach okoto 45% aktywnosci w poréwnaniu z
kontrolg. Sole kobaltu zdecydowanie bardziej obnizaty aktywnos$¢ fosfatazy
kwasnej niz zasadowej.
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RYSUNEK 2. Zmiany aktywnosci fosfatazy w glebie po dodaniu soli kobaltu: A - fosfataza
zasadowa, B - fosfataza kwasna

FIGURE 2. Changes of the soil phosphatase activity caused by the addition of cobalt salt A -
alkaline phosphatase, B - acid phosphatase

Wyniki oznaczania aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej pod wptywem
soli cynkowych wskazuja, ze aktywno$¢ obydwu tych enzyméw ulega zmniejsze-
niu (rys. 3). Dawka pierwsza (najnizsza) powodowata obnizenie aktywnosci
fosfatazy zasadowej narastajgce od okoto 90% do 80% aktywnosci w glebie
kontrolnej w kohcowej fazie doswiadczenia. Druga dawka, pieciokrotnie wyzsza,
hamowata aktywnos$¢ tego enzymu do okoto 50% aktywnosci w kontroli, nato-
miast dawka 25-krotnie wieksza (trzecia) miata dziatanie bardzo silnie hamujace.
Obnizata bowiem aktywno$¢ enzymu do poziomu 5% w poréwnaniu z kontrola,
zwiaszcza w okresie od dwudziestego czwartego dnia inkubacji.

Podobnie przedstawia sie wptyw jonéw cynku na aktywno$é fosfatazy kwas-
nej. Po poczatkowych wahaniach w pierwszych 24 dniach doswiadczenia aktyw-
nos$é tego enzymu obnizata sie silnie, osiggajac w drugiej jego fazie okoto 88%
dla dawki pierwszej, 55% dla dawki drugiej i okoto 10% dla dawki trzeciej
aktywnosci fosfatazy kwasnej w stosunku do aktywnosci gleby kontrolnej.
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RYSUNEK 3. Zmiany aktywnosci fosfatazy w glebie po dodaniu soli cynku: A - fosfataza
zasadowa, B - fosfataza kwasna

FIGURE 3. Changes of the soil phosphatase activity caused by the addition of zinc salt: A - alkaline
phosphatase, B - acid phosphatase

Jak wskazujg przeprowadzone obliczenia, przedstawione powyzej zmiany
aktywnosci enzymOw sg statystycznie istotne, o czym Swiadcza wartosci NIR0OOS.

Poréwnujac zmiany aktywnosci fosfatazy zasadowej wywotane najnizszymi
z zastosowanych dawek trzech metali ciezkich mozna stwierdzi¢ ich zblizony
wptyw. Na koncu doswiadczenia stosunkowo najmniejsze zmiany odnotowano
pod wptywem kobaltu, a najwieksze pod wptywem cynku. Nieco wieksze zmiany
co do nasilenia, lecz podobne jesli chodzi o ich tendencje stwierdzono podczas
pomiaréw aktywnosci fosfatazy kwasnej. W tym przypadku jednak na korcu
okresu doswiadczenia najwiekszg inhibicje obserwowano po dodaniu do gleby
soli kadmu, a najmniejszg po dodaniu soli cynku.

W przypadku dawek pieciokrotnie wyzszych (stezenie Il) hamowanie aktyw?
nosci fosfatazy zasadowej pod wptywem soli kadmu i kobaltu byto zblizone,
natomiast cynk dziatat duzo silniej. W ostatnim dniu do$wiadczenia aktywnos$¢
fosfatazy zasadowej w obecnosci kobaltu i kadmu wynosita okoto 80%, a w
obecnosci cynku okoto 50% w poréwnaniu z kontrolg. Sposrdd trzech badanych
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TABELA 3. Srednie zmiany aktywnosci enzymatycznej w glebach potraktowanych roztworami
soli badanych metali

TABLE 3. Average changes of the enzyme activity of soils treated with solutions of the tested
metals

Metal - Metal Fosfataza zasadowa [%0] Fosfataza kwasna [%0]
Alkaline phosphatase [%0] Acid phosphatase [%0]

Kadm - Cadmium 81,6 58,0

Kobalt - Cobalt 75,6 68,6

Cynk - Zinc 52,4 51,3

metali zastosowanych w stezeniu drugim najsilniejsza inhibicje fosfatazy kwasnej
powodowat kobalt (obnizenie aktywnosci do okoto 30% w ostatnim dniu do$wiad-
czenia). Kadm i cynk dziataty podobnie, obnizajagc aktywnos$¢ tego enzymu do
okoto 45% w pordéwnaniu z kontrola.

Zastosowanie dawki 25-krotnie wyzszej od wyjsciowej (stezenie I1l) powodo-
wato najsilniejsze hamowanie aktywnosci fosfatazy zasadowej w przypadku
cynku - nawet osiggajace wartos¢ 2% aktywnosci gleby kontrolnej, natomiast
kadm i kobalt, jakkolwiek réwniez obnizaty aktywno$é, to dziatanie to byto
stabsze i osiggato okoto 30% aktywnosci w kontroli. Rowniez aktywno$¢ fosfa-
tazy kwasnej spadata najsilniej pod wptywem soli cynku, mniej po zastosowaniu
obu pozostatych metali ciezkich.

Poréwnanie $rednich zmian aktywnos$ci enzymatycznej pod wpltywem wszy-
stkich stosowanych stezen soli metali w catym okresie doswiadczenia (tab. 3) w
stosunku do aktywnos$ci obserwowanej w glebie kontrolnej pozwala réwniez
stwierdzi¢ najwieksze oddziatywanie hamujace soli cynku na aktywnosc¢ fosfatazy
zasadowej i kwasnej oraz wigkszy wptyw inhibitujacy badanych soli metal
ciezkich na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej niz zasadowej.

Zaobserwowane zmiany aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej w glebie
pod wptywem soli kadmowych, kobaltowych i cynkowych sg uzaleznione zarow-
no od rodzaju wprowadzonego do gleby metalu, jak tez od jego dawki. We
wszystkich przypadkach najwyzsza ze stosowanych dawek (stezenie Il1) bedaca
25 razy wieksza od gornego progu dopuszczanego przez Polskie Normy, powo-
dowata znaczne zahamowanie aktywnosci tych enzymdw. Stwarza to szczegdlne
zagrozenie w przypadku obszar6w narazonych na zanieczyszczenie tymi metala-
mi, np. w otoczeniu hut metali i innych terenéw skazonych metalami ciezkimi.
Otrzymane wyniki sg potwierdzeniem danych dotyczacych soli miedzi i otowiu
[Nowak J. i in. 1997]. Réwniez badania Tabatai [1977] wskazujg na znaczny
wptyw metali ciezkich, zwiaszcza zas Cu2+, Cd2+ Zn2+ Ni“+ Co2+ powodujacych
inhibicje enzymow glebowych, przy czym obserwowana toksyczno$¢ zalezy
zaréwno od rodzaju metalu, jak i od warunkdéw Srodowiska.

Poréwnujac dane z literatury na temat wptywu wywieranego na aktywnos$¢
enzymow glebowych przez metale ciezkie i inng grupe polutantéw, jakimi sg
pestycydy, mozna stwierdzi¢ na ogot silniejsze i bardziej dtugotrwate dziatanie
tych pierwszych. Jest to zapewne wynikiem nie tylko ich specyfiki i mechanizmu
dziatania, ale takze znacznie wiekszej trwatosci skazenia gleby metalami ciezki-
mi.
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WNIOSKI

1 Jony metali ciezkich: kadmu, kobaltu i cynku w stosowanych w doswiadczeniu
stezeniach obnizajg aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i kwasnej w glebie; wraz
ze wzrostem stezenia badanych jondw metali ciezkich zwieksza sie stopien
inhibicji aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej.

2. Najwiekszy wptyw na obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej w
glebie wywierajg jony cynku, zwtaszcza przy wyzszych stezeniach, aw dalszej
kolejnosci jony kadmu i kobaltu.

3. Jony kadmu, kobaltu i cynku w badanych stezeniach powodujg nieodwracalng
inhibicje aktywnosci fosfatazy zasadowej i kwasnej w okresie 96 dni.

4. Inhibicja aktywnosci fosfatazy kwasnej spowodowana obecnoscig soli kadmu,
kobaltu i cynku w glebie zachodzi w wigkszym stopniu niz inhibicja fosfatazy
zasadowe;j.
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INFLUENCE OF HEAVY METALS ON THE SOIL ENZYME
ACTIVITY

Department of Biochemistry and Department of Soil Science,
University of Agriculture, Szczecin

SUMMARY

In laboratory conditions the influence of three concentrations of salts of cadmium, cobalt and zinc on the
activity of alkaline and acid phosphatase was tested in soils samples collected from the humus horizon
of a black soil of the Gumience plateau. The Ap horizon of that soil consists of a light, very fine clay,
which belongs to the II, Ilia, IHb class of arable soils. The soil was treated with the following;
concentrations of water solutions containing the metals, calculated by ions: 3, 15, 75 mg x kg soil of
cadmium, 10, 50, 250 mg x kg-1 of cobalt, and 150, 750, 3750 mg x kg-1 of zinc. The initial doses were
within the limits of the Polish standards. The soil moisture was kept at 60% of the maximum water holding
capacity, and the soil was stored at 20°C. The activity of the enzymes was measured at the 0, 1,3,6, 12,
24, 96 day of the experiment.

It was found that, the ions of the tested metals: Cd2+, Co2+, Zn2+ decreased the soil s enzyme activity
(alkaline and acid phosphatase), according to the concentration of the ions in the soil. All three metals
caused an irreversible inhibition of the phosphatases activity. The strongest effect had zinc, which if
applied in high concentrations almost completely inhibited the activity of these enzymes.
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