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Resumé

Aktiviteten af enzymet dehydrogenase er blevet undersggt i forskellige jorder under indvirkning af
tilsat glucose og uorganiske stoffer. Som maél for enzymaktiviteten anvendtes bestemmelse af den
formazanmengde, der blev dannet ved reduktion af 2,3,5-trifenyltetrazoliumklorid under de an-
vendte forsggsbetingelser. Resultaterne viser, at glucose + NH,NOy; (C/N == 10/1) foreger de-
hydrogenase-aktiviteten og desto mere jo sterre jordens humusindhold er.

Indledning

Undersggelsen er et led i rekken af orienterende
studier over jordbundens enzymer, der er fore-
taget pd Bakteriologisk afdeling, Statens Plante-
avls-Laboratorium. Tidligere er udsendt en beret-
ning over enzymet urease i jord (Laugesen 1972)
og en beretning over enzymet fosfatase i jord-
bunden (Laugesen og Mikkelsen 1973). Da en-
zymerne er vigtige katalysatorer ved forlgbet af
alle i jordbunden forekommende biokemiske og
biologiske processer, har de varet genstand for
en del opmarksomhed indenfor den sidste snes
ar. Adskillige har forsggt at finde en sammen-
h®ng mellem en jords dyrkningsegnethed og dens
enzymkapacitet. Opfyldelsen af dette mal har
hidtil voldt visse vanskeligheder uden dog at
svaekke interessen for enzymernes virke, idet der
kan vare tale om s mange andre perspektiver i
denne sammenhzeng. Man kunne f.eks. tenke sig
at sammenkoble enzymbestemmelser med under-
sggelser over forureningsfaktorer sdsom tunge
metaller og bekempelsesmiddelrester i jordbun-
den.

*) akademiingenior, p.t. Bakteriologisk afdeling. Statens
Planteavls-Laboratorium.
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Nazrvaerende undersogelse vedrerer dehydro-
genase-enzymerne. Dehydrogenase tilhgrer oxido-
reduktase-gruppen; de er endoenzymer, og som
sddanne kan de nzppe forventes at forekomme
som frie enzymer i jorden. Dehydrogenase-enzy-
merne spiller en veasentlig rolle 1 de ferste trin
ved omsatningen af de organiske stoffer i jord-
bunden, idet de er i stand til at fraspalte hydrogen
fra hydrogenindeholdende forbindelser og over-
fare det til andre stoffer. Bergrer levende aktive
celler siledes oplest tetrazoliumsalt, reduceres
det til det 19de farvestof formazan. Denne re-
duktion foregar sardeles let, og den opndede
farveintensitet udnytter man i laboratoriet til
at fa et relativt mal for den stofomsetningsinten-
sitet, som finder sted i de levende celler, samt for
den dehydrogenase-aktivitet, der er knyttet til
disse cellers virksomhed. Luftens ilttilgang hem-
mer imidlertid reduktionen af tetrazoliumsalit i
jorden betydeligt, men foretages inkubationen
af en jordpreove i et reagensglas med si meget
vaske, at jorden er vandmettet, spiller iltind-
holdet en mindre rolle. Undersogelser af Ross
(1971) og Thalmann (1968) viser, at forspgs-
kurverne under aerobe og anaerobe forhold for-



leber ens, blot ligger de aerobe kurver et stykke
under de anaerobe. Omsatningen foregir efter

folgende ligning, idet dehydrogenase katalyserer
processen.
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Lenhard (1956) var den farste, der anvendte
2,3,5-trifenyltetrazoliumklorid (TTC) til dehy-
drogenase-aktivitetsbestemmelse i jord. TTC er
farvelss 1 oxyderet form, men red i reduceret
form og formazandannelsen er irreversibel. Len-
hards forspg viste, at formazandannelsen ude-
lukkende skyldes mikrobiel virksomhed, men
dette er ikke i overensstemmelse med det af
Thalmann (1968) fundne. Han fandt at Fett —
og sulfidforbindelser kan reducere TTC, hvilket
medforer at udeblivende reaktion efter autoklave-
ring ikke er bevis for, at formazandannelsen er
biologisk betinget, idet sulfidforbindelser de-
strueres ved autoklavering.

Da dehydrogenase-aktiviteten hovedsageligt af-
henger af mikroorganismernes stofskifteaktivi-
tet, er det ikke overraskende, at dens starrelse i
forskellige jorder ikke altid svarer til det sam-
lede antal levedygtige organismer, der isoleres
pPa et specielt substrat. Intensiteten af den mikro-
bielle omsatning i jorden afhanger af mengden
af mikroorganismer og dermed af deres livsbe-
tingelser i den pagealdende jord. Livsbetingelserne
afhenger af tilgengeligt kulstof, kvalstof, kali-
um, calcium og mange andre stoffer. Dog er der
i nogle jorder fundet en positiv sammenhang
mellem dehydrogenaseaktivitet og hastigheden
af ilt-optagelse eller CO,-udskillelse (Stevenson
(1959), Casida et al. (1964)). Positiv sammen-
haeng mellem dehydrogenase-aktivitet og antallet
af levende bakterier er blandt andre fundet af
Roth (1966) og Raguotis (1967).
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Lenhard (1956) fandt sterre dehydrogenase-
aktivitet i humusrige jorder end i humusfattige
jorder. Kozlov og Mikhaylova (1965) fandt af-
tagende aktivitet med tiltagende jorddybde.

De fleste publicerede arbejder anferer, at de-
hydrogenase giver maximal aktivitet omkring
pH = 7,6 ved anvendelse af tris puffer. Det vil
sige, at aktiviteten ikke ngdvendigvis er maximal
under markforhold.

Forsegsteknik

Dehydrogenasebestemmelsen, der blev foretaget
efter Ross (1971), bygger pa en formazan-bestem-
melse, idet den tilstedeverende dehydrogenase
vil reducere en del af det tilsatte enzym-substrat,
TTC, til formazan. I denne undersggelse anven-
des den formazanmangde, der ved 30°C dannes
pé 20 timer, som mal for dehydrogenase-aktivite-
ten og angives som extinktion/5 g ovnter jord/20
timer. Til forsegene er anvendt lufttgrret jord,
der omregnes til den vagtmaengde, der fas ved
tgrring i ovn ved 100°C i et dggn. Bestemmelsen
foretages kolorimetrisk, idet man udnytter dan-
nelsen af det rede formazan,

De til underspgelsen anvendte jorder blev luft-
terret, sigtet og fugtet til en passende fugtigheds-
grad alt efter jordernes beskaffenhed. Yderligere
blev der tilsat forskellige naringsstoffer (se se-
nere), hvorefter jorden blev inkuberet i 250 ml
malkeflasker ved 25°C i to uger. Med passende
mellemrum udtoges prever til dehydrogenase-
bestemmelse, der blev udfert som nedenfor anfat.
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Analysen udfertes siledes: Den fugtige jord,
svarende til 5 g ovntar jord, blev afvejet i et
reagensglas (15 cm X 2 cm). Der tilsattes 1 ml
5% glucoseoplgsning og 5 ml trispuffer (Fluka,
pH = 7,6) indeholdende 0,59% TTC. Glasset blev
rullet mellem haenderne 7-8 gange for at blande
stofferne, hvorefter det tilproppede glas blev
hensat i termostat ved 30°C i 20 timer, Efter
endt inkubation tilsattes methanol, dels for at
standse enzymaktiviteten, dels for at udtrazkke
formazanen. Prgven blev overfert til et 50 ml
centrifugeglas, hvori den blev rystet i en time pa
rysteapparat inden centrifugering. Udtrekningen
med methanol blev gentaget 4-5 gange, indtil den
rade farve var vak. Filtreringen foregik gennem
vandsugende vat ned i en 200 ml malekolbe.
Farveintensiteten maltes spektrofotometrisk ved
485 nm. Der blev udfert dobbeltbestemmelser
samt analyser til korrektion af jordernes egen-
farve. Det bemarkes, at den tilsatte glucose ikke
reducerer det tilsatte TTC i forspgstiden.

Anvendte jorder
Ved undersggelsen blev der anvendt fire forskel-
lige jorder. De tre stammer fra det danske jord-
arkiv, som er beskrevet af Lamm (1971). Det
drejer sig om jorderne, arkiv nr. 20, 51 og 53,
som e¢r udtaget pd normalt gedede arealer ved
henholdsvis Roskilde forsggsstation (lerjord),
Askov forsegsstation (sandmark) samt ved
Stubberupholm, Lammefjorden (dyndjord). Jor-
den, betegnet 26-56 er udtaget i det ugedede led
af forseg nr. 26-56 ved Lundgaard forsggsstation.
En oversigt over forskellige analysedata for de
navnte jorder er vist i tabel 1.

Tabel 1. Forskellige analysedata for de anvendte jorder.
% % % % %

pH(H,O) ler silt fin- grov- hu-
Jord nr. sand sand mus
20a..... 6,4 11,9 184 418 255 24
Sla..... 7.0 4,1 4,7 30,9 59,2 1,1
53a..... 7,3 58 289 37,2 20,0 8,1
26-56a. . 5,9 4.3 52 30,2 57,7 2,6

Stoftilsetning

Under naturlige betingelser begtzenses dehydro-
genase-aktiviteten af de tilstedevaerende mengder
af forskellige stoffer, organiske savel som uor-
ganiske. Virkningen af tilsetning af en raekke af
disse stoffer er undersagt efter folgende plan:

1. Glucose + NH;NO,

2. Glucose + NH,NO; 4+ KC(Cl

. Glucose 4- NH,NO; + Ca(H,PO,), ‘H,O +
CaCl,

KCl

. Ca(H,POy), - HyO -+ CaCl,

NH,NO,

. Ingen tilsztning.

w

De tilsatte mengder er folgende, beregnet péa
basis af ovnter jord: Glucose, 1 pct.; NH,;NOg
til led 1-3, 0,11 pct., svarende til 384 ppm N;
til led 6, 64 ppm N. Ca(H;PO,), - H,O, KCl og
CaCl, er anvendt i mangder, svarende til hen-
holdsvis 20 ppm P, 52 ppm K og 26 ppm Ca.
De tilsatte mengder af P og K, samt af N til
led 6, svarer siledes meget nar til den i praksis
anvendte gadskning med de pédgeldende stoffer.

Kun den meget nzringsstoffattige jord fra det
gamle gedningsforsgg ved Lundgaard (ugedet
siden 1926) er undersogt efter den fuldstzndige
forspgsplan. Jorden fra Roskilde undersogtes i
henhold til led 1, 2, 3 og 7, medens jorderne fra
Lammefjorden og Askov sandmark kun er un-
dersagt efter led 1.

Resultater

Det fremgar med stor tydelighed af figur 1, at
de tilsatte mangder af glucose + NH,NO; har
aget dehydrogenase-aktiviteten i jorden fra Lund-
gaard gennem hele forsegsperioden, som var pa
9 dagn.

1 et efterfolgende forsgg med jorden fra Lund-
gaard undersogtes dehydrogenase-aktiviteten ved
tilszetning af N, P og K, men uden tilsetning af
glucose - NH;NO;. Resultaterne, der fremgdr
af figur 2, viser, at tils@tning af de uorganiske
stoffer alene ikke har eget jordens aktuelle akti-
vitet.
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Fig. 1. Forskellige organiske og uorganiske stoifers
indvirkning pd dehydrogenase-aktiviteten i sandjord
fra Lundgaard. 1. glucose + NHNO,, 2. gl. +
NHNO; + KCI, 3. gl. + NH,NO; + Ca(H,PO,) -
H,0 + CaCl,, 7. ingen tilsetning.
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Fig. 2. Forskellige uorganiske stoffers indvirkning pa
dehydrogenase-aktiviteten i Lundgaardjord. 4. KCl,
5. Ca(H;POy,), * H,O + CaCl,, 6. NH,NO,, 7. in-
gen tilsztning.

Den betydeligt mere nzringsstofrige jord fra
Roskilde blev herefter kun undersggt efter for-
sggsplanens led 1, 2, 3 og 7. Resultaterne heraf,
vist i figur 3, giver samme hovedlinie som for
jorden fra Lundgaard, nemlig en stark aktivitets-
forggelse efter tilsatning af glucose + NH,NO;.

Ved sammenligning af resultaterne i figur 1
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Fig. 3. Forskellige organiske og uorganiske stoffers
indvirkning p& dehydrogenase-aktiviteten i lerjord
fra Roskilde. 1. glucose + NH,NO,, 2. gl. + NH,
NO; + KCJ, 3.¢gl. + NH,NO, -+ Ca(H,PO,), - H,O

-+ CaCly, 7. ingen tilsetning.

og 3 ses, at aktiviteten, savel uden som med til-
setning af glucose 4 NH,NO;, er tydeligt hajere
i jorden fra Roskilde end i jorden fra Lundgaard.
Ligeledes fremgar, at aktivitetsforagelsen holder
sig i leengere tid i farstnaevnte jord.

Sluttelig blev dehydrogenase-aktiviteten i en

meget humusfattig jord (Askov sandmark) og
i en humusrig jord (Lammefjorden) sammen-
lignet med aktiviteten i jorderne fra Roskilde og
Lundgaard, der har et ret normalt humusindhold
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Fig. 4. Sammenligning af dehydrogenase-aktiviteten
i jorder med forskelligt humusindhold. a. Lamme-
fjordjord (h = 10,2 pct), b. Roskildejord (h = 2,4
pct.), ¢. Lundgaardjord (h —= 2,6 pct.), d. Askov
Sandmark (h = 1,4 pct.).
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Resultaterne, der fremgar af figur 4, viser
klart, at der fas storst aktivitetsforpgelse i den
mest humusrige jord og mindst i den mest hu-
musfattige jord for tilsetning af glucose 4
NH,NO;. Ogsd udgangsverdierne for jordens
hydrogenase-aktivitet falger denne linie.

Hver kurvepunkt i de viste figurer er anfart
som gennemsnitsverdi af dobbeltbestemmelser.
Afvigelserne mellem disse bestemmelser ligger
indenfor 10 pct., og da det drejer sig om malinger
pd smdé mengder af biologisk materiale, synes
denne usikkerhed ikke at kunne formindskes.

Diskussion og konklusion

De undersggte jorders dehydrogenase-aktivitet
oges sterkt ved tilsetning af letomsaetteligt or-
ganisk stof og kvalstof. Aktiviteten falger siledes
omdannelsesprocesserne for tilsat organisk stof
i jorden under de givne betingelser.

Forsegene med jorden fra Lundgaard viser,
at de uorganiske tilstninger alene ikke pavirker
de undersggte jorders dehydrogenase-aktivitet.
Dette er i overensstemmelse med resultater af
en lignende undersggelse for fosfatase-aktivitet
(Laugesen og Mikkelsen, 1973).

Som tidligere naevnt fandt Lenhard (1956) en
storre dehydrogenase-aktivitet i humusrige end
i humusfattige jorder. Resultaterne af de her
beskrevne undersggelset bekrafter dette forhold,
som imidlertid for nerverende savner en fyldest-
gorende forklaiing.

Betragter man de hidtil foreliggende resultater,
ma det i det hele taget erkendes, at mere dybt-
gdende underspgelser er pakrzvede for at for-
klare niveauforskellene mellem de forskellige en-
zymer 1 forskellige jorder, og deres forskellige
relation til de omgivende faktorer i jordbunden.
Skujins (1967) fandt da ogsé, at der meget sjel-
dent kan drages konklusioner mellem enzym-
aktivitet og jordfrugtbarhed eller mikrobiel akti-
vitet; fordi enzym-aktivitet som den mdles i la-
boratoriet, er et udtryk for flere biologiske fak-
torer. Disse omfatter frie enzymer adsorberet
pa jordpartikler, enzymer frigjort fra mikro-
organismer, frie enzymer fra plantergdder og
jordboende dyr. Salenge man ikke kan adskille
disse forskellige aktiviteter og undersgge dem
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enkeltvis e1 det nzppe muligt, at finde en sam-
menhang mellem enzym-aktivitet, biologisk ak-
tivitet og jordfrugtbarhed.

Summary

Dehydrogenase activity in Danish soils

A review is given of litterature on dehydrogenase in
soil. Experiments with addition to the soil of glucose
plus NH,NO; and inorganic fertilizers have been
carried out.

The results indicate that the dehydrogenase-
activity is correlated with the humus content in the
soil and that the dehydrogenase-activity is much
greater in soils, rich in humus, than in soils poor in
humus.
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