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Abstrakt: Celem przeprowadzonych badan jest analiza jakosci gleb w obrgbie Ojcowskiego
Parku Narodowego. Jednym z najwazniejszych enzymow antyoksydacyjnych jest katalaza, ktéra
powoduje rozktad czgsteczek nadtlenku wodoru. Najnizsza aktywno$¢ katalazy wykazano w probkach
pobranych w jaskini. Wystgpowato tam rowniez najwyzsze zasolenie gleby oraz najnizsze pH.
W przypadku innych probek wartosci badanych parametréw byty porownywalne.

Stowa kluczowe: katalaza, pH, zasolenie, metoda potencjometryczna, gleby.

Abstract: The aim of this study is to analyze soil quality in the Ojcéw National Park. One of
the most important antioxidant enzymes is catalase, which breaks down hydrogen peroxide. The
lowest catalase activity has been demonstrated in samples taken in the cave. There was also where the
highest salinity of the soil and the lowest pH. For other samples were tested parameters were
comparable.

Keywords: catalase, pH, salinity, potentiometric method, soil.

WSTEP

Zasolenie to sumaryczne stg¢zenie rozpuszczonych soli w glebie. Na cato$¢ zasolenia wptywaja
aniony azotowe, chlorkowe, siarczanowe i boranowe oraz kationy sodu, potasu, amonu, glinu, zelaza.
Zasolenie gleby zmienia si¢ w szerokich zakresach: od gleb absolutnie stodkich do solnisk z bardzo
wysokim stezeniem lekko rozpuszczalnych soli. Gleba stona to taka, ktora do glebokosci 100 cm ma
warstwy zawierajace nadmiar soli bardziej rozpuszczalnych w zimnej wodzie niz gips [1].

Odczyn gleby jest sezonowa zmienng cecha gleby. Odczynem gleby nazywamy stan odczynu
ich roztworow, przy ktorym stezenie jondw wodorowych jest wyzsze od stezenia jonow
wodorotlenkowych. Odczyn roztworu glebowego zalezy od wielu czynnikow: wystepowania soli,
kwasow, materialow ilastych, koloidéw oraz dziatalnosci organizméw zywych. Odczyn pH jest bardzo
wazng cechg gleby. Decyduje on bezposrednio o mozliwosci wzrostu roslin, kierunku i szybkosci

przebiegu proceséw biologicznych i fizykochemicznych w glebach, a takze o ksztaltowaniu form

32



K. Mudlaff et al. / Analit 1 (2016) 32-41

kwasowosci. Odczyn glebowy najszybciej ulega zmianom pod wplywem czynnikow zewnetrznych,
takich jak kwasny opad atmosferyczny czy zanieczyszczenie srodowiska.

Jednym z najwazniejszych enzymdéw uczestniczacych w obronie organizmow przed
negatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego jest katalaza, wystepujaca
w komorkach ludzkich, zwierzgcych, grzybow i bakterii tlenowych oraz roslin fotosyntetyzujacych.
Zbudowana jest z czterech identycznych podjednostek o masie czasteczkowej okoto 60 kDa. Jednostki
zawieraja w centrum aktywnym grupe hemowsg, a takze czgsteczke NADPH. Wykazuje dwie
aktywnosci: katalazowg i1 peroksydazowa Enzymy obecne w glebie moga pochodzi¢ z roslin i
drobnoustrojow. Aktywno$¢ katalazy glebowej zwiagzana jest z zawarto$cig substancji organicznej i
jest do niej proporcjonalna. Rozklada ona bowiem nadtlenek wodoru do wody i tlenu:

2H,0, — 2H,0 + O,

Rozktad nadtlenku wodoru z udziatem katalazy nastepuje bardzo szybko: w ciagu jednej minuty
enzym rozktada okoto 6 mln czasteczek H,O,. Stala szybkosci tej reakcji wynosi 1,7%107s". Zmiana
aktywnosci katalazy, jak i innych enzyméw antyoksydacyjnych, moga by¢ spowodowane réznymi
stresorami Srodowiskowymi, takimi jak: wysoka temperatura, zasolenie, promieniowanie UV, metale
cigzkie oraz patogeny [2].

Celem przeprowadzonych badan byta analiza aktywno$ci enzymatycznej, odczynu oraz

zasolenia gleb wybranych szlakoéw turystycznych w obrgbie Ojcowskiego Parku Narodowego.

MATERIALY I METODYKA BADAN
2.1. Materiat do badan
Gleba do badan zostata pobrana jesienig (pazdziernik) 2015 roku z szeSciu punktow, z
glebokosci: 0-20cm z Ojcowskiego Parku Narodowego (50°1224"N 19°49'45"E ), lezacym
w potudniowej czesci Wyzyny Krakowsko-Czgstochowskiej.
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e Pierwsze stanowisko poboru gleby znajdowato si¢ na samym poczatku szlaku turystycznego. Gleba
zostala pobrana z pobocza $ciezki. Miejsce poboru ma nastgpujace wspotrzedne: 50°12°11,04°N
19°49°37,16”E.
e Drugie stanowisko poboru gleby rowniez bylo usytuowane na szlaku o wspotrzednych:
50°12°4,9°N 19°49°3,55”’E.
e Trzecie stanowisko znajdowato si¢ w Jaskini Lokietka, gleba zostala pobrana z miejsca
niedostepnego dla turystow.
e (Czwarte stanowisko poboru gleby obejmowato obszar Bramy Krakowskiej. Porosnigty jest
ro$linno$cia trawiasta.
e 7 kolei gleba pobrana ze stanowiska V pochodzita z terenu o wspolrzednych 50°11°44,94°N
19°49°48,14"’E.
e Stanowisko VI stanowito ,,zrédetko mitosci” — miejsce do ktérego chetnie przychodza turysci, o
wspolrzednych geograficznych 50°12°52,06°°N, 19°49°47,99”’E.

Glebg wysuszono w temperaturze pokojowej 1 przesiano prze sito o $rednicy oczek 2 mm.
Wszystkie analizy wykonano w dwoch powtorzeniach. W pracy przedstawiono $rednie arytmetyczne

analizowanych zmiennych.

2.2. Oznaczanie odczynu gleby metoda potencjometryczng

Pomiar pH gleby polega na zmierzeniu rdznicy potencjatow ogniwa zbudowanego z dwoch
elektrod i elektrolitu w postaci zawiesiny glebowej o stgzeniu 2,5 czgéci roztworu (woda destylowana)
na 1 cze$¢ gleby. Przygotowywanie proby odbywato si¢ w temperaturze pokojowej 25°C.

Pomiar odczynu gleby przeprowadza si¢ w zawiesinie wodnej lub w zawiesinie 1 N roztworu
KCl, w takiej zalezno$ci otrzymujemy nizsze badz wyzsze pH. Pomiar przeprowadzony w wodzie daje
wyzsze pH. Jesli oznacza si¢ pH w wodzie, wowczas mierzy si¢ stezenie jonéw wodorowych roztworu
glebowego, zas§ w KCl podaje si¢ stgzenie jondw wodorowych roztworu glebowego a takze stezenie

jonow wodorowych wypartych z kompleksu sorpcyjnego KCL

Tabela 1. Podziaty pH gleb oznaczonego w zawiesinie H,O i KCl

Odczyn gleby pH w KCl pH w H,O
Bardzo kwasny do 4,5 do 5,0
Kwasny 4,6-5,5 5,1-6,0
Lekko kwasny 5,6-6,5 6,1-6,7
Obojetny 6,6-7,2 6,8-7,4
Zasadowy od 7,3 od 7,5
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2.3. Oznaczanie zasolenia [EC] (electrical conductivity)
Nawazki gleby o masiel0 g wytrzagsano w 25 ml wody destylowanej przez 1 godzing. Nastgpnie
oznaczono przewodno$¢ za pomoca konduktometru Elmetron. Przewodno$¢ to odwrotno$¢ opornosci

wlasciwej 1 jest proporcjonalna do st¢zenia soli w badanym roztworze [4].

Tabela 2. Ocena zasolenia na podstawie przewodnosci elektrycznej roztworu glebowego

EC
Klasa zasolenia gleby (dS/m)
Niezasolona 0-2
Lekko zasolona 2-4
Srednio zasolona 4-8
Mocno zasolona 8-16
Bardzo mocno zasolona >16

2.3. Oznaczenie aktywnosci katalazy

Metoda polega na miareczkowaniu w obecnosci 5cm’ 3M kwasu siarkowego, nadmanganianu
potasu, 5 cm’ 0,3% nadtlenku wodoru pozostatego w analizowanej probie po 20 minutowej inkubacji
w 25°C z badang gleba. Miareczkuje si¢ do uzyskania blador6zowego zabarwienia. Reakcja zachodzi
wedlug rownania:

5H,0,+2KMnO4+3H,S04 -»50,+2MnSO,4+K,SO,+8H,0

2.4. Analiza statystyczna

Przeprowadzono jednoczynnikowe analizy wariancji, w ukladzie catkowicie rozlosowanym.
Hipoteze zerowa lub alternatywng testowano przy poziomach istotnosci 0=0,05 wzglednie 0=0,01.
Zréznicowanie $rednich obiektowych okreslono z wykorzystaniem testu NIR. Ocene wspotzaleznosci

badanych zmiennych wyznaczono w oparciu o wspotczynnik korelacji Pearsona.

WYNIKI
3.1. Odczyn gleby
Jednoczynnikowa analiza wariancji w oparciu o test F wykazata wysoce istotne zréznicowanie
odczynu gleby badanych stanowisk (tab. 3). Wobec tego przystapiono do pordéwnania $rednich
obiektowych z wykorzystaniem testu NIR.
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Tabela 3. Analiza wariancji zmiennos$ci odczynu gleby ze stanowisk w Ojcowskim Parku Narodowym

Zrédio Stopnie | Sredni . Fiab
zmienno$ci swobody | kwadrat o 0=0,05 | 0=0,01
Catkowita 11 -

Stanowisko 5 0,7237 436,4** 3,20 5,32
Btad 6 0,0017

**istotne przy a=0,01

Odczyn gleby w badanych roztworach (stanowisko 1,4-6) byt obojetny, czyli pH miescito si¢ w
przedziale od 6,6- 7,2. W roztworze KCl najnizsze pH uzyskano w glebie pobranej ze stanowiska 2 —
5,74 (tab. 4). Wskazuje to, iz gleba ta ma odczyn lekko kwasny. Natomiast gleba pobrana ze
stanowiska 3 — Jaskinia Lokietka, wykazata pH powyzej 7,2 co oznacza, ze cechuje ja odczyn
zasadowy. Najwyzszym pH charakteryzowato si¢ stanowisko 3 co wskazuje na jego zasadowy
odczyn. Istotne zrdznicowanie wystgpito ponadto w probach pobranych na stanowisku 4. Pomiedzy
obiektami 1, 5, 6 nie stwierdzono istotnego zréznicowania. Wedlug przyjetej klasyfikacji wartosci
odnotowane dla obiektow 1,4,5,6 potwierdzity odczyn obojetny. Tylko na stanowisku 2, ktéorym byt

aktywnie uczeszczany szlak, stwierdzono warto$ci ujawniajace kwasny odczyn gleby.

Tabela 4. Odczyn gleby pobranej ze stanowisk na terenie Ojcowskiego Parku Narodowego

- Stanowisko Powtorzenie
I II

1 7,02 6,98
2 5,72 5,77
3 7,47 7,5
4 7,16 7,22
5 7,00 7,08
6 7,08 7,01
NIR 0,1047

3.2. Przewodno$¢ elektrolityczna [EC]
Wystapito wysoce istotne zroznicowanie przewodnosci elektrolitycznej probek gleby zebranej

na roznych stanowisk na terenie Ojcowskiego Parku Narodowego (tab. 5).
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Tabela 5. Zréznicowanie zrodel zmiennos$ci zasolenia gleby dla poszczegdlnych stanowisk

Zrédio Stopnie | Sredni . Fiab
zmienno$ci swobody | kwadrat o 0=0,05 | 0=0,01
Catkowita 11 -

Stanowisko 5 883194,0 | 696791,0** | 3,20 5,32
Btad 6 1,3

**istotne przy a=0,01

Na podstawie testu najmniejszej istotnej réznicy wykazano istotne zrdznicowanie w zasoleniu
tylko na stanowisku 3 czyli Jaskinia Lokietka (tab. 6). Najwyzsza odnotowana warto$¢ zasolenia
[>1628 mS/cm] dla tego stanowiska wptyneta na brak istotnego zréznicowania analizowanej zmiennej

w pozostatych przypadkach.

Tabela 6. Przecigtne zasolenie gleby [mS/cm] pobranej ze stanowisk na terenie Ojcowskiego Parku

Narodowego
Stanowisko Powtbrzenie
I I
1 0,585 0,581
2 0,097 0,12
3 1634,895 | 1621,357
4 0,55 0,42
5 0,455 0,495
6 0,425 0,443
NIR 2,895

3.3. Aktywnos¢ katalazy
Podobnie jak w przypadku dwoch wcze$niej ocenianych parametrow aktywnos¢ katalazy z
probek gleby pobranych na roznych stanowiskach ujawnila w analizie wariancji wysoce istotne

zroznicowanie tego zrodta zmiennosci (tab. 7).

37



K. Mudlaff et al. / Analit 1 (2016) 32-41

Tabela 7. Zréznicowanie zrodet zmiennosci aktywnosci katalazy dla poszczegdlnych stanowisk

Zréodto Stopnie Sredni . Fuap
zmiennosci swobody | kwadrat o 0=0,05 | a=0,01
Calkowita 11 -

Stanowisko 5 0,000812 |405,77*%* | 3,20 5,32
Blad 6 0,000002

**istotne przy a=0,01
Istotnie najnizsza aktywnoscig katalazy charakteryzowaly si¢ probki pobrane na stanowisku 2,
(0,055). Pomigdzy warto$ciami odnotowanymi dla stanowisk 3, 4, 5 nie stwierdzono istotnego
zroznicowania (ryc. 2). Najwyzsza aktywno$¢ katalazy charakteryzowala si¢ gleba pobrana ze
stanowiska 6 (0,115).

0,14 -
= 012 - NIR=0,00364
g
)
o: 0,1 -
jan)
2 0,08 -
g
= 0,06 -
>
2 004 -
2
&5 0,02 -

0
1 2 3 4 5 6
stanowisko

Ryc. 2. Aktywnos$¢ katalazy [mg H,O,/g/min] w glebie pobranegj ze stanowisk na terenie
Ojcowskiego Parku Narodowego

3.4. Analiza zalezno$ci ocenianych parametrow
Przeprowadzona analiza zalezno$ci liniowej pomiedzy uwzglednionymi w opracowaniu
zmiennymi ujawnifa dodatnig, wysoka i istotnie zrdznicowang warto$¢ wspotczynnika korelacji

pomiedzy aktywnosciag enzymu, a odczynem gleby (r=0,584%*) (tab. 8).
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Tabela 8. Macierz wspotczynnikow korelacji analizowanych parametréw (n=12)

pH Katalaza
Zasolenie 0,462 -0,214
pH 0,584
DYSKUSJA

Enzymy glebowe odgrywaja podstawowa role w katalizowaniu reakcji prowadzacych do
rozkladu materii organicznej. Czesto okreslane s3 mianem wskaznikow biochemicznej i
mikrobiologicznej aktywnosci gleb [7]. Aktywnos¢ katalazy jest uzalezniona od réznych czynnikow.
Wprowadzenie do gleby np. zwigzkéw kadmu powoduje istotne zmiany aktywnosci enzymu —
aktywno$¢ zmniejsza si¢ wraz z wzrastajacg dawka, zarowno w glebie, a takze w roélinie [2].

Dzi¢ki przeprowadzonym obserwacjom, wykazano iz poziom aktywnoS$ci katalazy na terenie
Ojcowskiego Parku Narodowego jest zroznicowany. Najnizsza aktywno$¢ stwierdzono w probie
pobranej ze stanowiska 2 — $ciezka uczgszczana przez turystow. Natomiast najwyzsza aktywnosé
katalazy cechuje probe pobrana ze stanowiska 6 (zrodetko milo$ci) réwniez stanowigce miejsce
dostepne dla turystow.

Pod wzgledem wystepujacych warunkow glebowych poszczegdlne stanowiska byly podobne.
Generalnie odczyn gleby (za wyjatkiem proby 2) byl lekko zasadowy. Tereny polozone migdzy
skatkami zbudowane sg z wapieni fawicowych o roéznej grubosci tawic, litologicznie zblizonych do
skalistych, r6znigcych si¢ od nich wyraznym warstwowaniem i obecno$cig but krzemiennych. Wsrod
skamieniato$ci wystepuja ramienionogi i bardzo rzadko amonity. Na tej podstawie mozna wnioskowac
o shusznosci otrzymanych wynikow.

Podstawowym parametrem okre$lajacym wlasciwosci chemiczne gleby jest jej odczyn. Pelni
role jednego z wazniejszych wskaznikow zasolenia. Warto§¢ pH jest nie tylko miarg kwasowosci, ale
rowniez decyduje o przebiegu proceséw glebowych [9]. Ponadto ta cecha gleby skorelowana jest z
zawarto$cia materii organicznej czy wysyceniem kationami zasadowymi [10]. Przy zbyt niskim pH
ujawnia si¢ toksyczno$¢ zelaza, manganu i glinu. Z kolei przy wysokim pH cynk, mangan i zelazo
przechodza w formy malo przyswajalne. Kationy sa lepiej pobierane w $rodowisku obojetnym.
Natomiast aniony pobierane sa szybciej w $rodowisku lekko kwasnym. Zdolno$¢ do utrzymania
stabilnego pH zalezy od wlasciwosci buforowych gleby. Gleba na wszystkich stanowiskach
charakteryzowata si¢ niskim zasoleniem (0,51- 0,67 mS). Podobne wyniki uzyskali Gajewski i
Marcisz [2014]. Wyjatek stanowi gleba pobrana z wnetrza jaskini. Jaskinia jest wyztobiona przez
wode w wapieniach gornej jury, stad tak wysokie wartosci odczytu wskazuja na bardzo wysokie
zasolenie tego stanowiska.

Nalezatoby przeprowadzi¢ kolejne badania, aby mie¢ petny wglad na stan gleby na terenie

Ojcowskiego Parku Narodowego.
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WNIOSKI

1. Wykazano istotne zroznicowanie ocenianych wskaznikow aktywnosci biochemicznej
wybranych stanowisk na terenie Ojcowskiego Parku Narodowego.

2. Istotnie najnizsze zasolenie oraz odczyn kwasny gleby i najnizsza aktywno$¢ enzymatyczng
wykazano na stanowisku 2, czyli gleby pobranej wprost z uczgszczanego szlaku turystycznego.

3. Najwyzsza aktywnos$¢ katalazy stwierdzono na stanowisku w poblizu Zrodetka Mitosci,
0,115 mg H,0»/g/min.

4. Istotnie najwyzszy poziom zasolenia i zasadowy odczyn gleby odnotowano w probkach
pobranych ze stanowiska w Jaskini Lokietka.

5. Wyznaczone warto$ci wspotczynnika korelacji wskazujg na istotnie najwyzsza zaleznos$¢

pomiedzy odczynem gleby, a aktywnoS$cig katalazy (r=0,584%).
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