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و اسیدسیتریک بر تغییرات فعالیت آنزیمی خاك، تنفس میکروبی برانگیخته و  EDTAاثر کاربرد 

  فراهمی سرب در خاك
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  چکیده

هاي آلوده به فلزات سنگین ممکن است فراهمی و استخراج گیاهی فلـزات را از خـاك    وان یک عامل کلات کننده به خاكبه عن EDTAافزودن 
 سیتریک بر فراهمی سرب، و اسید EDTAبه منظور بررسی اثر کاربرد . هاي بیولوژیکی خاك داشته باشد تواند اثرات منفی بر ویژگی افزایش دهد اما می
، آزمایشی در قالب طـرح کـاملاً تصـادفی بـا آرایـش      )SIR(آز و فسفومونواستراز قلیایی و همچنین تنفس میکروبی برانگیخته  اورهفعالیت دهیدروژناز، 

مول بر کیلوگرم به همراه میلی 5و  3در دو سطح  سیتریک و اسیدEDTA  آزمایش شامل تیمارهاي. اجرا گردید فاکتوریل و سه تکرار در شرایط گلخانه
%  10و %  17/2به ترتیب سبب افزایش  EDTA5و  EDTA3نتایج نشان داد که به طور میانگین تیمارهاي  .بودند) روز 28 و 21، 14، 7(ان و زمشاهد 

در  28در زمـان   EDTA3حالی است که بررسی اثر زمان نشان داد که فراهمی سـرب بـراي تیمـار     این در. غلظت فراهم سرب نسبت به شاهد شدند
. داري در طـی زمـان مشـاهده نشـد     تغییر معنی EDTA5کاهش یافت در حالی که براي تیمار %  3/12 )روز هفتم(برداري ین زمان نمونهمقایسه با اول

کـه در  غلظت فراهم سرب نسبت به شاهد شدند به طوري % 7/15و %  3/8به ترتیب سبب کاهش  CA5و  CA3همچنین به طور میانگین تیمارهاي 
بـر   EDTA منفـی  اثـر  نتایج نشان دهنده. نسبت به اولین زمان کاهش پیدا کرد%  8/12و %  9/15داري فراهمی سرب به ترتیب برآخرین زمان نمونه

آز و فسفومونواستراز  هاي دهیدروژناز، اوره از طرف دیگر افزودن اسیدسیتریک اثر مثبتی بر فعالیت آنزیم. آز خاك بود هاي دهیدروژناز و اوره فعالیت آنزیم
هاي مورد مطالعه با گذشت زمان افزایش پیدا کرد که این افزایش در تیمارهاي اسید  در تمام تیمارها به جز تیمار شاهد فعالیت آنزیم. ایی خاك داشتقلی

تیمارهـاي  هاي مورد مطالعه افزایش دادند که این افزایش بـراي   خاك را در همه زمان SIRو اسیدسیتریک مقدار  EDTAافزودن  .سیتریک بیشتر بود
  .بود EDTAاسیدسیتریک بیشتر از 

  
  EDTA ،SIR اسیدسیتریک، سرب، فعالیت آنزیم،: هاي کلیدي واژه

  
    3 2 1مقدمه

فلزات سنگین به طور منفی بر کیفیت بیولـوژیکی خـاك،    سمیت
هـاي   سرب عمـدتاً در خـاك  . گذارد رشد گیاه و سلامت انسان اثر می

هاي کشاورزي و صنعتی در  الیتآلوده شده توسط ضایعات معدنی و فع
پالایی به عنوان روشی جدید، مقرون  گیاه. شود سراسر جهان یافت می

هـاي آلـوده مـورد     به صرفه و بسیار امید بخش براي پاکسازي خاك
هرچند کارایی این روش اصـلاحی بـه   ). 36(بررسی قرار گرفته است 

ر خاك و دلیل حلالیت و آزادسازي کم فلزات سنگین به ویژه سرب د
رو  از ایـن . تواند کم باشد درنتیجه جذب محدود آنها به وسیله گیاه می
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هـاي   پالایی به کمک عوامل کلات کننده یـا اسـتفاده از کـلات    گیاه
در جهت افزایش مصنوعی حلالیت فلـزات   EDTA4شیمیایی از قبیل 

سنگین در خاك و بنابراین افزایش فراهمی آنها براي گیـاه پیشـنهاد   
  ).32 و 9( شده است

EDTA قویترین کلات کننده فلزات بوده و به شدت بـر   یکی از
بندي شیمیایی فلزات و متعاقباً تحرك، حلالیت و فراهمـی   روي گونه

ها نشان  پژوهش). 28(ثیرگذار است أزیستی آنها در فاز محلول خاك ت
هاي مختلـف خـاك    تواند سرب را از بخش می EDTAداده است که 

در ). 34(آهن و منگنز و مواد آلی خاك آزاد کند  بخصوص اکسیدهاي
شـود بـه دلیـل ثابـت      به خـاك افـزوده مـی    EDTAواقع زمانی که 

، تشـکیل  )pK=8/17(بـا سـرب    EDTAکننـدگی بـالاي    کمپلکس
تعادل رسـوب و جـذب را بـه سـمت      EDTAهاي سرب با  کمپلکس

                                                        
4- Ethylenediaminetetraacetic acid 

  )ایع کشاورزيعلوم و صن( آب و خاك نشریه
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  2033     ...و اسیدسیتریک بر تغییرات فعالیت آنزیمی خاك EDTAاثر کاربرد 

وو و همکـاران  ). 39(دهـد   افزایش حلالیت سرب در خاك تغییر مـی 
برابري غلظـت   217و  600به ترتیب افزایش ) 23(و ناسکیمنتو ) 39(

  .گزارش کردند EDTAسرب در محلول خاك را به وسیله 
فلزات به صورت محلول در خاك نسبت به زمانی که به صـورت  
کمپلکس با ترکیبات آلی یا اکسیدهاي آهن و منگنز در خاك هستند، 

همچنـین  ). 41(رنـد  اثر سمی بیشـتري بـراي ریزجانـداران خـاك دا    
EDTA هاي  و کمپلکسEDTA پذیري زیستی، نوري و با فلز تجزیه

شیمیایی کم و حلالیت و سمیت زیادي در محیط خاك دارند و ممکن 
ژانـگ و همکـاران   ). 27(است براي چندین ماه در خاك باقی بمانند 

براي تشـکیل کمـپلکس بـا فلـزات      EDTAگزارش کردند که ) 42(
هاي متعددي با  کند و در معرض واکنش عمل نمیسنگین اختصاصی 

تواند اثر  هاي حاضر در خاك قرار دارد و از این طریق می دیگر کاتیون
مثـل تغییـر در وضـعیت عناصـر     (هاي شیمیایی خاك  سوء بر ویژگی

بنابراین این نگرانی مطرح . داشته باشد) مصرف غذایی پرمصرف و کم
پـالایی   اسـبی بـراي گیـاه   توانـد گزینـه من   نمـی  EDTAشود که  می

بنابراین امروزه توجه به اسیدهاي آلی  .هاي آلوده به سرب باشد خاك
افزایش پیدا کرده است زیرا این  LMWOAs(1(با وزن مولکولی کم 
از قـدرت   همچنـین  پذیري بالا، سمیت کمتـر و  اسیدهاي آلی تجزیه

متري کنندگی بالایی برخوردار هستند و در نتیجه اثرات سوء ککلات
در میان اسیدهاي آلی، اسیدسیتریک ضمن . براي محیط زیست دارند

به طور قابل ) 28(پذیر با فلزات سنگین  هاي تجزیه تشکیل کمپلکس
و ) 7(دهد  توجهی حلالیت و جذب فلزات را به وسیله گیاه افزایش می

هـاي   به طور غیر مستقیم فعالیت میکروبی خـاك و ویژگـی  تواند  می
  ).39(ایی ریزوسفر را بهبود بخشد فیزیکی و شیمی

اي هستند که  در این میان ریزجانداران خاك اولین موجودات زنده
توان از تنوع و جمعیـت   کنند و می ها را تجربه می اثرات منفی آلاینده

آنها به عنوان شاخصی براي ارزیـابی درجـه آلـودگی محـیط زیسـت      
بـه   ان زیـادي هاي گذشته پژوهشـگر  در طی سال). 35(استفاده کرد 

 و 35، 20(ها بر ریزجانداران خاك پرداخته اند  بررسی اثر کاربرد کلات
فعالیت میکروبی  EDTAگزارش کردند که ) 35(الترا و همکاران ) 36

نشان داد کـه کـاربرد   ) 20(مولباچوا . را کاهش داد و مصرف سوبسترا
EDTA        فعالیت میکروبی خـاك را بـه طـور قابـل تـوجهی کـاهش

و  EDTAگزارش کردند که افزودن ) 36(عثمان و همکاران  .دهد می
NTA2 ،تـنفس میکروبـی،    به خاكDOC3)   و  )کـربن آلـی محلـول

فراهمی فلزات سنگین را افزایش و کربن بیومس میکروبی و معـدنی  
اما اطلاعات کمی در مورد اثـر ایـن   . دهد شدن نیتروژن را کاهش می

هاي خاك  فعالیت آنزیم. داردهاي خاك وجود  ها بر فعالیت آنزیم کلات

                                                        
1- Low Molecular Weight Organic Acids 
2- Nitrilotriacetic acid 
3- Dissolve organic carbon 

هـا   ممکن است شاخص مناسبی از کیفیت خاك باشد زیرا این ویژگی
هـاي فیزیکـی و شـیمیایی خـاك      تر از ویژگـی  پویاتر و اغلب حساس

ریزجانداران ). 36(توانند شرایط محیطی را منعکس کنند  هستند و می
سبتا کـم  ها در خاك هستند، و با وجود مقدار ن خاك منبع اصلی آنزیم

عناصر غذایی اصلی در خاك  ها در خاك نقش اساسی در چرخه آنزیم
  .دارند

موارد گفته شـده پـژوهش حاضـر بـا هـدف بررسـی        هبا توجه ب
 آز، فسفومونواستراز قلیایی و هاي دهیدروژناز، اوره تغییرات فعالیت آنزیم

SIR4  بعد از افزودنEDTA  و اسید سیتریک به خاك آلوده به سرب
و  EDTAنین بررسی تغییرات فراهمی سرب بعـد از افـزودن   همچ و

انجـام   SIRهـاي خـاك و    اسید سیتریک و رابطه آن با فعالیت آنزیم
  .گرفت
  

  ها روش مواد و
متري یک نوع خـاك بـا   سانتی 0-20خاك مورد مطالعه از عمق 

آوري و واقع در منطقه مشـهد جمـع   Typic haplocalsidsبندي  رده
متري جهت آنالیزهـاي  میلی 2دن و عبور از الک پس از هوا خشک ش

 pHخاك با استفاده از دسـتگاه   pH. اولیه به آزمایشگاه منتقل گردید
متر در گل اشباع، قابلیت هدایت الکتریکی در عصاره گل اشباع توسط 

بـلاك   -دستگاه هدایت سنج الکتریکی، کربن آلی بـه روش والکلـی  
، فسفر فراهم خاك به روش )2(، نیتروژن کل به روش کجلدال )38(

، پتاسیم قابل دسترس به روش اسـتات آمونیـوم   )25(اولسن و سامرز 
رطوبت  ،)15(،کربنات کلسیم معادل به روش تیتراسیون برگشتی )3(

) 8(ظرفیت مزرعه به روش گلدانی و بافت خاك به روش هیدرومتري 
ی اولیـه  همچنین به منظور آگاهی از آلـودگ . مورد ارزیابی قرار گرفت

خاك به سرب مقدار کل سرب خاك با روش هضم به وسـیله تیـزاب   
  ). 18(تعیین شد ) مخلوط اسید نیتریک و اسید کلریدریک( سلطانی

گـرم سـرب در    میلـی  500در مرحله بعد خاك با سرب با غلظت 
بـراي  . به صورت جامد آلـوده شـد   کیلوگرم خاك از منبع کلرید سرب

% 70ادل برسد، به وسـیله آب مقطـر تـا    اینکه خاك آلوده شده به تع
ظرفیت مزرعه مرطوب و براي یک ماه در این حد رطوبتی ثابت نگه 

ها هوا خشک شدند و پس از کوبیدن  پس از یک ماه خاك. داشته شد
 70کیلویی منتقل شدند و براي دو ماه در گلخانه در  4هاي  به گلدان

  . داشته شدند گراد نگه درجه سانتی 20ظرفیت مزرعه و دماي % 
، )شاهد(تیمار مورد نظر که شامل بدون کلات  5پس از این مدت 

، )EDTA3(مول در کیلـوگرم خـاك    میلی 3به مقدار  EDTAکلات 
، )EDTA5(مول در کیلـوگرم خـاك    میلی 5به مقدار  EDTAکلات 

و ) CA3(مـول در کیلـوگرم خـاك     میلـی  3اسیدسیتریک بـه مقـدار   

                                                        
4- Substrate-Induced Respiration 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 1395اسفند  -بهمن، 6، شماره 30، جلد نشریه آب و خاك     2034

بـه  ) CA5(مـول در کیلـوگرم خـاك     یلـی م 5اسیدسیتریک به مقدار 
. هـا اضـافه شـد    صورت محلول در یک حجـم مشـخص بـه گلـدان    

درجه  20هاي خاك به مدت یک ماه در شرایط گلخانه در دماي  نمونه
در . ظرفیـت مزرعـه انکوباسـیون شـدند    %  70گراد و رطوبـت   سانتی
هـا جهـت    روز پس از اضافه کردن کلات 28و  21، 14، 7هاي  زمان

. بـرداري شـد  ها نمونه لیزهاي بیولوژیکی و شیمیایی از خاك گلدانآنا
متري عبور  میلی 2هاي خاك جهت آنالیزهاي بیولوژیکی از الک  نمونه

گراد  درجه سانتی 4گیري در یخچال در دماي  داده شد و تا زمان اندازه
هـاي خـاك    همچنین جهت آنالیزهاي شیمیایی نمونـه . نگهداري شد

  .متري عبور داده شد میلی 2شدن از الک پس از هوا خشک 
، )31(آز از روش طباطبایی و برمنـر   اوره گیري فعالیت براي اندازه

و ) 30(فعالیت فسفومونواسـتراز قلیـایی از روش طباطبـایی و برمنـر     
. استفاده شد) 33(شده تالمان  فعالیت دهیدروژناز خاك از روش اصلاح

آلــف و  داده شــده توســطاز روش توضـیح   SIRگیــري  بـراي انــدازه 
همچنین براي تعیین مقدار سـرب فـراهم    .استفاده شد) 1(پیري  نانی

  .استفاده شد) 14(خاك از روش لیندزي و نورول 
این پژوهش در قالب طرح کاملاً تصادفی با آرایش فاکتوریـل در  

مقایسـه   JMPها با نرم افزار  تجزیه آماري داده. تکرار انجام گرفت 3
درصد و  5ی در سطح احتمال توکبا استفاده از آزمون  ها دادهمیانگین 

  .انجام گرفت Excelرسم نمودارها در محیط 
  

  نتایج و بحث
آورده  1هاي فیزیکی و شیمیایی خاك در جدول  برخی از ویژگی

هاي خاك نشان داد که بافـت خـاك مـورد     نتایج آزمایش. شده است
گرم بر کیلوگرم  میلی 55/25مطالعه لوم و غلظت اولیه سرب در خاك 

هاي خنثی، و کمی شور و کربنات  آن در محدوده خاك pH. خاك بود
درصد و خاك از نظر کربن آلـی و عناصـر غـذایی     14کلسیم معادل 

  . ضروري در سطح ضعیفی قرار داشت

  
  برخی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاك مورد مطالعه - 1 جدول

Table 1- Some physical and chemical properties of studied soil 

بافت 
 خاك
Soil 

texture 

 آهک
Calcium 
carbonat

e (%) 

کربن 
 آلی

Organi
c 

carbon 
(%) 

 پتاسیم
Potassiu
m (mg 
kg-1) 

 فسفر
Phosphoru
s (mg kg-1) 

 نیتروژن
Nitrogen 
(mg kg-1) 

 سرب کل
Total lead 
(mg kg-1) 

EC 
(dS m-1) 

pH 
(-) 

FC 
(%) 

 لوم
Loam 

14.06 0.195 100.51 11.25 315 25.55 2.52 7.4 24 

  
داري در  معنـی  هـا سـبب تغییـر    نتایج نشان داد که کاربرد کلات

بـه  ). 1شـکل  (غلظت سرب فراهم خاك نسبت به تیمار شـاهد شـد   
سبب افزایش غلظت سرب فراهم خاك شد  EDTAکه کاربرد طوري

تریک غلظت سرب فراهم خـاك را  ولی برخلاف انتظار کاربرد اسیدسی
بالاترین مقدار غلظت سرب فراهم خاك مربوط به تیمـار   .کاهش داد
EDTA5  در روز هفتم و کمترین مقدار آن مربوط به تیمارCA5  در

غلظـت   EDTAنتایج نشان داد که با افـزایش سـطح   . ام بود28روز 
 ـ د سرب فراهم خاك افزایش یافت ولی در مورد اسیدسیتریک این رون

اسیدسیتریک غلظت سرب  که با افزایش سطحبرعکس بوده به طوري
نتـایج نشـان دهنـده وجـود     ). 1شکل (فراهم خاك کاهش پیدا کرد 

و همچنین سطوح اسیدسیتریک  EDTAدار بین سطوح اختلاف معنی
  .است

هاي شیمیایی  اند که کاربرد کلاتهاي زیادي نشان داده پژوهش
 و 17(دهـد   م خاك را افزایش مـی فراه غلظت سرب EDTAاز قبیل 

ها افزایش چند برابري غلظت سـرب فـراهم    بسیاري از پژوهش). 40

به ). 40(گزارش کردند  EDTAخاك نسبت به شاهد را در اثر کاربرد 
غلظت سرب را افـزایش داد   EDTAچند  حال در این پژوهش هر هر

وو و  .بود ها از کارایی کمتري برخوردار ولی در مقایسه با سایر پژوهش
مـول در کیلـوگرم از   میلـی  3گزارش کردند که کاربرد ) 40(همکاران 

گرم سـرب در   میلی 500(در یک خاك آلوده به سرب  EDTAکلات 
برابر نسبت به شاهد افزایش داد در  6حلالیت سرب را ) کیلوگرم خاك

سبب افزایش  EDTAحالی که در این پژوهش کاربرد همین سطح از 
. بر غلظت سرب فراهم نسبت به شاهد در روز هفتم شدبرا 09/0تنها 

مول در  میلی 5گزارش کردند که افزودن ) 17(همچنین لو و همکاران 
به یک خاك آلوده به فلزات سنگین حلالیت سـرب   EDTAکیلوگرم 

اي است  خاك سیستم پیچیده .برابر نسبت به شاهد افزایش داد 496را 
. ثیر قرار دهندأرا تحت ت EDTAیی توانند کارا و عوامل گوناگونی می

حال در این پژوهش احتمالاً بالا بودن غلظت سرب فـراهم در   به هر
سبب شده است که مقدار کمتري سرب  EDTAخاك قبل از افزودن 

هـا   همچنین برخی پـژوهش . وارد فاز محلول شود EDTAبه وسیله 
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ایش براي افـز  EDTAکارایی  6هاي بالاي  pHاند که در  نشان داده
). 17(یابـد   کاهش مـی %  50حلالیت سرب به دلیل حضور کلسیم تا 

بیان کردند اگرچه کلسـیم نسـبت بـه سـرب     ) 19(مرس و همکاران 
 Log 6/10(دهـد   تشکیل مـی  EDTAتري با  هاي ضعیف کمپلکس

KCa-EDTA=  8/17و Log KPb-EDTA= (   ولی این ثابت تشـکیل کمتـر

. بیشتر آن در خاك جبران شود تواند به وسیله غلظت براي کلسیم، می
هاي آهکی آلوده بـه   پاپاسیوپی و همکاران گزارش کردند که در خاك

بیشـتر از   EDTAهـاي کلسـیم بـا     فلزات سنگین، تشکیل کمپلکس
  .باشدمی EDTAهاي فلز با  کمپلکس

  

  
  انکوباسیونیتریک با گذشت زمان و اسیدس EDTAتغییرات غلظت فراهم سرب در اثر کاربرد  - 1 شکل

Figure 1- The effects of EDTA and citric acid on concentration of available lead with incubation time 
  

کـه اسیدسـیتریک    بر خلاف نتایج ما پژوهشگران گزارش نمودند
تواند غلظت فلزات سنگین و حتـی اورانیـوم را در محلـول خـاك      می

هـا نشـان دادنـد کـه      هرچنـد اکثـر پـژوهش   ). 7 و 6(افزایش دهـد  
به دلیل ثابت تشکیل کمتري که  EDTAاسیدسیتریک در مقایسه با 

با سرب دارد، کارایی کمتري در افزایش حلالیت سرب در خـاك دارد  
تواند کارایی کمتر اسیدسـیتریک در   به هرحال ثابت تشکیل نمی). 6(

هـا نشـان    بررسی. ضیح دهدمقایسه با آب مقطر را در این پژوهش تو
هاي استفاده شـده در   هاي کم مثل غلظت داد اسیدسیتریک در غلظت

) 40(تواند غلظت سرب فراهم خاك را افزایش دهـد   این پژوهش نمی
مول در کیلوگرم خاك اثر میلی 40و  10هاي زیاد مثل  ولی در غلظت

فـاین و  ). 7(قابل تـوجهی بـر غلظـت سـرب فـراهم در خـاك دارد       
بیان کردند با افـزایش غلظـت اسیدسـیتریک حلالیـت     ) 6(اران همک

 ـ  فلزات افزایش یافت و در غلظت ثر ؤهاي کم اسیدسـیتریک خیلـی م
پذیري بالاي اسیدسیتریک در خاك  از طرف دیگر به دلیل تجزیه. نبود

اثـر آن در افـزایش   ) روز 7/5تـا   5/1(و در نتیجه نیمه عمر کـم آن  

ات اولیـه و روز اول بعـد از کـاربرد    حلالیت فلزات محـدود بـه سـاع   
چراکـه فلزاتـی کـه در ابتـدا بـه وسـیله       ). 4(باشـد   اسیدسیتریک می

شوند به دلیل تجزیـه سـریع    اسیدسیتریک به محلول خاك آورده می
شـود   اسیدسیتریک مجدداً رسوب کرده یا روي سطح ذرات جذب مـی 

 ـ   ). 4( ر پس اگر افزایشی هم در غلظت سـرب در محلـول خـاك در اث
کاربرد اسیدسیتریک اتفاق افتـاده مربـوط بـه روزهـاي اول افـزودن      

شود در صورتی که در این پـژوهش غلظـت فـراهم     اسیدسیتریک می
  .گیري شد روز بعد از کاربرد اسیدسیتریک در خاك اندازه 7سرب 

) 1شکل (بررسی روند تغییرات غلظت سرب فراهم خاك با زمان 
سـرب فـراهم بـا گذشـت زمـان       نشان داد که در تیمار شاهد غلظت

هـاي مختلـف    داري در زمـان انکوباسیون تقریبا ثابت و تفاوت معنـی 
گـرم در   میلی 500(با توجه به مقدار کل سرب در خاك . مشاهده نشد

 67در تیمار شاهد در کل مدت انکوباسیون نزدیک به ) کیلوگرم خاك
غلظـت   EDTA5همچنـین در تیمـار   . سرب به صورت فراهم بود% 
داري رب فراهم در ابتدا و انتهاي مـدت انکوباسـیون تفـاوت معنـی    س
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داري کاهش و مجدداً در زمان ام به طور معنی21نداشت ولی در زمان 
روز  14نشان دادند که در طی ) 17(لو و همکاران . ام افزایش یافت28

غلظـت   EDTAمول در کیلوگرم خاك از کلات میلی 5بعد از کاربرد 
  .ي نکرد و ثابت ماندسرب محلول تغییر

بـــا گذشـــت زمـــان  CA5و  EDTA3 ،CA3در تیمارهـــاي  
بیشـترین مقـدار   . انکوباسیون غلظت سرب فراهم کـاهش پیـدا کـرد   

بـا   CA5، % 9/15بـا   CA3کاهش به ترتیب مربوط بـه تیمارهـاي   
ــود%  3/12بــا  EDTA3و %  8/12 برخــی پژوهشــگران . کــاهش ب

با گذشت زمان حلالیت  EDTAهاي کم  گزارش نمودند که در غلظت
هـیچ گونـه    EDTAهـاي بـالا    سرب کاهش یافت ولـی در غلظـت  

) 7(فریتاس و همکاران ). 24(کاهشی در حلالیت سرب مشاهده نشد 
کاهش قابل توجهی در غلظت سرب محلول با گذشت زمـان بعـد از   
کاربرد اسیدسیتریک گزارش کردند که با نتایج این پژوهش مطابقـت  

ل این کاهش را تجزیه زیستی سـریع اسیدسـیتریک در   آنها دلی. دارد
خاك دانستند و احتمالا دلیل کاهش بیشتر غلظـت فـراهم سـرب در    

لــو و . همــین باشــد EDTA3تیمارهــاي اسیدســیتریک نســبت بــه 
بیان کردند که کاهش غلظت سرب محلول در خـاك  ) 16(همکاران 
 ـ. بود EDTAبیشتر از  EDDS1در تیمار  ه میـزان  آنها بیان کردند ک

و در %  EDDS 44روز در تیمـار   21کاهش غلظـت سـرب در طـی    
پـذیري کـم   علت این امر پایداري و تجزیه. بود%  EDTA 36تیمار 

EDTA پذیر و اسیدهاي آلی است هاي زیست تجزیهنسبت به کلات

)4 .( 
داري در فعالیـت آنـزیم   هـا سـبب تغییـرات معنـی     کاربرد کـلات 

نتایج نشان داد ). 2شکل (یمار شاهد شد دهیدروژناز خاك نسبت به ت
فعالیت آنزیم دهیدروژناز را نسبت به شاهد بـه طـور    EDTAکاربرد 

 EDTA5و  EDTA3که تیمارهـاي  داري کاهش داد به طوريمعنی
فعالیت آنزیم دهیـدروژناز  %  24/7و %  57/5به ترتیب سبب کاهش 

ي بین سطوح داربه هر حال تفاوت معنی. نسبت به تیمار شاهد شدند
و ) 13(به طور مشـابه لـی و سـونگ    . مشاهده نشد EDTAمختلف 

در خاك آلوده به  EDTAنشان دادند که کاربرد ) 5(ایپلد و همکاران 
داري نسبت به فلزات سنگین فعالیت آنزیم دهیدروژناز را به طور معنی

  .شاهد کاهش داد
افزایش فعالیت آنزیم دهیدروژناز را  یدسیتریککاربرد اس برعکس

به ترتیـب سـبب افـزایش    CA5 و  CA3که تیمارهاي  به طوري داد
فعالیت آنزیم دهیدروژناز نسبت بـه تیمـار شـاهد    %  3/36و %  2/12

با افزایش سطح کاربرد اسیدسیتریک فعالیت آنزیم دهیـدروژناز  . شدند
همانند نتایج این آزمایش،  ).2شکل (داري افزایش یافت به طور معنی
به عنوان یک کلات  EDDSنشان دادند که کاربرد ) 13(لی و سونگ 
پذیر و همچنین اسید هومیک به عنوان یک کلات آلـی   زیست تجزیه

در یک خاك آلوده به فلـزات سـنگین فعالیـت آنـزیم دهیـدروژناز را      
  .دهد افزایش می

 
  انکوباسیون زمان گذشت با اسیدسیتریک و EDTA کاربرد اثر در ژناز خاكوفعالیت آنزیم دهیدر تغییرات - 2 شکل1

Figure 2- The effects of EDTA and citric acid on dehydrogenase activity with incubation time 
                                                        
1- Ethylenediamine-N,N'-disuccinic acid 
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بررسـی تغییــرات فعالیـت دهیــدروژناز خــاك بـا گذشــت زمــان    

آنزیم در تیمار شـاهد   فعالیت این نشان داد که )2شکل (انکوباسیون 
هاي مختلـف مشـاهده    داري بین زماننیتقریبا ثابت بود و تفاوت مع

و اسیدسیتریک با گذشـت زمـان فعالیـت     EDTAدر تیمارهاي . نشد
ام 28که بیشترین مقدار آن در روز دهیدروژناز افزایش یافت به طوري

دریافت کرده بودند در  EDTAنتایج نشان داد که تیمارهایی که . بود
کمتر از فعالیت آنـزیم   ام، فعالیت دهیدروژناز هنوز28ام و 21روزهاي 

واگلر  .داري وجود نداشتدر تیمار کنترل بود ولی بین آنها تفاوت معنی
خیر در أمنجر به ت EDTAگزارش کردند که کاربرد ) 37(و همکاران 

مقاومت  EDTAبا توجه به اینکه . شود افزایش فعالیت دهیدروژناز می
آنزیمی براي مـدت  و پایداري زیادي در خاك دارد، احتمالا از فعالیت 

  ).13(شود  طولانی از زمان افزودن کلات به خاك جلوگیري می
آز  داري در فعالیت آنـزیم اوره ها سبب تغییرات معنی کاربرد کلات

آز خـاك در   فعالیـت اوره ). 3شـکل  (خاك نسبت به تیمار شاهد شـد  
داري نسـبت  دریافت کرده بودند به طور معنی EDTAتیمارهایی که 

 EDTA5و  EDTA3که تیمارهاي شاهد کمتر بود به طوريبه تیمار 
آز خاك نسبت  فعالیت اوره%  4/28و %  5/24به ترتیب سبب کاهش 

فعالیت  EDTAبنابراین با افزایش سطح کاربرد . به تیمار کنترل شدند
در ) 36(عثمـان و همکـاران   . آز به مقدار بیشتري کـاهش یافـت   اوره

را بر معـدنی شـدن    NTAو  EDTA آزمایش انکوباسیون اثر کاربرد

بـه طـور    EDTAآنهـا نتیجـه گرفتنـد کـه     . نیتروژن بررسی کردند
 NTAداري معدنی شدن نیتروژن را در مقایسه با تیمار شاهد و  معنی

  .کاهش داد
در مقابــل افــزودن اســید ســیتریک در ســطوح مختلــف نتــایج  

 3زیـرا کـاربرد اسیدسـیتریک در سـطح     ). 3شـکل  (متناقضی داشت 
مول در  میلی 5و در سطح %  2/29کاهش  مول در کیلوگرم سبب میلی

بـه   .آز نسبت به کنترل شد فعالیت اوره%  3/8افزایش  کیلوگرم سبب
هاي آنزیمی و حتی هر  ها بر فعالیت ثیر کلاتأرسد که نحوه ت نظر می

ها به غلظت فلز و همچنین غلظت کلات بستگی دارد و  یک از آنزیم
کـه  ثیر متفاوت باشد به طـوري تواند این تأ از آنها می یر هر یکبا تغی

گرم  میلی 20گزارش کردند که در خاك آلوده با ) 26(رنلا و همکاران 
آز را افزایش داد ولـی   اوره  کادمیوم کاربرد اسیدسیتریک فعالیت آنزیم

گرم کادمیوم کاربرد اسیدسیتریک، اگزالیک  میلی 40در خاك آلوده با 
آز  داري بـر فعالیـت آنـزیم اوره   ترکیب آنها اثـر معنـی   اسید، گلوکز و

دهد که در دو غلظت متفاوت فلز اثر اسید  این نتیجه نشان می. نداشت
تـوان گفـت در غلظـت     سیتریک متفاوت بوده است از این جهت مـی 

ثیر متفاوت بر فعالیـت هـر   أتواند ت یکسان فلز تغییر غلظت کلات می
 ـ. ها داشته باشد یک از آنزیم ا ایـن حـال تحقیقـات بیشـتر در ایـن      ب

  .خصوص لازم است

  

 
  انکوباسیون زمان گذشت با اسیدسیتریک و EDTA کاربرد اثر در خاك آز اوره آنزیم فعالیت تغییرات - 3 شکل

Figure 3- The effects of EDTA and citric acid on urease activity with incubation time 
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آز خاك با گذشت زمـان انکوباسـیون    ورهبررسی تغییرات فعالیت ا

آز در تیمار شاهد با گذشت  اوره نشان داد که تغییرات فعالیت )3شکل (
داري وجـود  هاي مختلف تفـاوت معنـی   زمان تقریبا ثابت و بین زمان

و  EDTA3 ،EDTA5 ،CA3نتایج نشان داد در تیمارهـاي  . نداشت
CA5 داري به طـور معنـی  آز  با گذشت زمان انکوباسیون فعالیت اوره

آز در  هـاي مـورد مطالعـه فعالیـت آنـزیم اوره      در زمان. افزایش یافت
داري کمتـر از  به طور معنـی  CA3و  EDTA3 ،EDTA5تیمارهاي 

  .تیمار شاهد بود
هاي اعمال شده تنها اسیدسیتریک سـبب تغییـرات    در بین کلات

تیمـار   داري در فعالیت آنزیم فسفومونواستراز قلیایی نسـبت بـه  معنی
داري در فعالیـت  نتایج نشان داد که تفاوت معنی). 4شکل (شاهد شد 

و  EDTA3 ،EDTA5هـاي   آنزیم فسفومونواستراز قلیایی بین تیمـار 
  .تیمار شاهد وجود نداشت

  

 
 اسیونانکوب زمان گذشت با اسیدسیتریک و EDTA کاربرد اثر در خاك فسفومونواستراز قلیایی آنزیم فعالیت تغییرات - 4 شکل

Figure 4-The effects of EDTA and citric acid on alkaline phosphomonoesterase activity with incubation time 
 

 EDDSو  EDTAگزارش کردند که کاربرد ) 5(ایپلد و همکاران 
اثري بر فعالیت آنزیم فسفومونواستراز اسیدي نداشت که با نتایج ایـن  

نشـان دادنـد کـه    ) 10(ژلوسـیک و لسـتان    البته. مطالعه مشابه است
فعالیت آنزیم فسفومونواستراز قلیایی و  EDTAفرآیند آبشویی خاك با 

احتمالا دلیل این نتایج متناقض متفاوت بـودن  . اسیدي را کاهش داد
زیـرا در  . باشد EDTAهاي استفاده شده  هاي اصلاحی و غلظت روش

هاي بالاتر  ده از غلظتعلاوه بر استفا) 10(پژوهش ژلوسیک و لستان 
EDTA تواند با  از فرآیند آبشویی استفاده شده است که این روش می

هاي فیزیکـی، شـیمیایی و بیولـوژیکی موجـب کـاهش       تغییر ویژگی
  .هاي آنزیمی شود فعالیت

 7/95به ترتیب سبب افزایش  CA5و  CA3 در مقابل تیمارهاي
بت به تیمـار شـاهد   فعالیت فسفومونواستراز قلیایی نس%  7/186و % 

بنابراین همانند فعالیت دهیدروژناز با افزایش سـطح  ). 4شکل (شدند 
داري اسیدسیتریک فعالیت فسفومونواستراز قلیایی نیز بـه طـور معنـی   

کـاربرد   گـزارش کردنـد کـه   ) 26(رنـلا و همکـاران   . افزایش یافـت 
اي ه گرم کادمیوم فعالیت آنزیم میلی 20اسیدسیتریک در خاك آلوده با 

فسفومونواستراز قلیایی و فسفودي استراز را افزایش داد که بـا نتـایج   
  .این پژوهش مطابقت دارد

فسفومونواستراز قلیایی بـا گذشـت زمـان     بررسی تغییرات فعالیت
نشـان داد کـه فعالیـت آنـزیم فسفومونواسـتراز      ) 4شکل(انکوباسیون 

 ـ  قلیایی در تیمار شاهد تقریبا ثابت و بین زمان ف تفـاوت  هـاي مختل
در سایر تیمارها با گذشت زمان انکوباسیون . داري وجود نداشتمعنی

بـه  . داري افزایش یافـت فعالیت فسفومونواستراز قلیایی به طور معنی
ــوري ــاي طــ ــه در تیمارهــ ام 28در روز  EDTA5و  EDTA3کــ
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  .بود شاهدانکوباسیون فعالیت فسفومونواستراز قلیایی بیشتر از تیمار 
هاي خاك با گذشت زمـان نشـان    ت فعالیت آنزیمبررسی تغییرا 

ایـن  . دهنده روند افزایشی براي تمام تیمارها به جز تیمار شـاهد بـود  
بـود چراکـه    EDTAافزایش براي تیمارهاي اسیدسیتریک بیشـتر از  

تر و در نتیجه پایداري کمتري نسبت  پذیري سریعاسیدسیتریک تجزیه
م فسفومونواسـتراز قلیـایی،   به هرحال در مورد آنـزی . دارد EDTAبه 

دلیل این . ام انکوباسیون مشاهده شد28مقادیر بیشتر از شاهد در روز 
بر غلظت فسـفر فـراهم در خـاك     EDTAافزایش احتمالا بخاطر اثر 

ــه در تیمارهــاي  ــاربرد  EDTAباشــد چراک  EDTA5و  EDTA3ک
ــراهم خــاك را در روز   ــتم 28غلظــت فســفر ف ــه روز هف ام نســبت ب

و نسـبت بـه تیمـار    %  31و %  5/91به ترتیب به مقـدار   انکوباسیون
  .افزایش داد%  7/25و %  2/42شاهد 

همان طور که به وسیله تعداد زیادي از پژوهشـگران نشـان داده   
توانند به عنوان شاخصی براي تخمـین   هاي خاك می شده است آنزیم

بنابراین  .ها بر کیفیت خاك مورد استفاده قرار گیرند اثرات سوء آلاینده
توان به عنوان شاخصی براي  هاي آنزیمی خاك می از تغییرات فعالیت

 13، 5(پالایی استفاده کرد  ها در فرآیندهاي گیاه ارزیابی کارایی کلات
بر ریزجانداران خاك  EDTAها در رابطه با اثر  اکثر پژوهش در ).36 و

کـه   PLFAs1از پارامتر کربن بیومس میکروبی یا پارامترهایی نظیـر  
  ).36 و 20(تخمینی از بیومس میکروبی هستند استفاده شده است 

با توجه به این واقعیت که ریزجانداران خاك به طور مستقیم براي 
جذب آب و عناصر غذایی به محلول خاك وابسته هستند و از طرفـی  

و اسیدسیتریک بر حلالیت فلزات سنگین در محلول  EDTAافزودن 
و  EDTAتوان نتیجـه گرفـت کـه کـاربرد      ثیرگذار است، میأخاك ت

 ـ   اسیدسیتریک می . ثیر داشـته باشـد  أتواند بر موجودات زنـده خـاك ت
و اسیدسـیتریک احتمـالا از دو طریـق بـر فعالیـت       EDTAبنـابراین  

به صورت غیرمستقیم از طریـق   -1: گذارند ثیر میأهاي خاك ت آنزیم
بـه   -2. دارندهاي خاك  ها و باکتري بر رشد جمعیت قارچ ثیري کهأت

 -صورت مسـتقیم از طریـق بـرهمکنش سـرب بـا کمـپلکس آنـزیم       
هاي  سوبسترا، تخریب ساختمان پروتئین آنزیم و برهمکنش با جایگاه

کـه هرچـه   ) 22(شـود   فعال آنزیم، فعالیت آنزیم دستخوش تغییر می
غلظت سرب فراهم بیشتر باشد فعالیت آنزیم کمتر اسـت و بـرعکس   

  ). A ،B ،C-5شکل (
گزارش ) 29(و صفري سنجانی و طهماسبیان ) 13(ی و سونگ ل

هـاي خـاك را کـاهش     ها و قـارچ  جمعیت باکتري EDTAکردند که 
توانـد از طریـق افـزایش غلظـت سـرب       می EDTA احتمالا. دهد می

فراهم و کاهش کیفیت خاك اثر منفی بر رشد جمعیت میکروبی خاك 
ند به عنوان منبع کربن توا ولی در مقابل اسیدسیتریک می داشته باشد

به وسیله ریزجانداران خاك استفاده شود و در نتیجه جمعیـت آنهـا را   
                                                        
1- Phospholipid-derived fatty acids 

بیان کردند کـه افـزایش فعالیـت    ) 26(رنلا و همکاران . افزایش دهد
فعالیــت  هــا در اثــر اسیدســیتریک احتمــالا ناشــی از افــزایش آنــزیم

یـرات  دلیـل اصـلی تغی   رسد که به نظر می. باشد ریزجانداران خاك می
ها همین مورد باشـد زیـرا ایـن     فعالیت آنزیم دهیدروژناز در اثر کلات

و در ریزجانداران فعال خاك وجود  بوده ها درون سلولی گروه از آنزیم
  ).21(دارند 

نتایج نشان دهنده همبستگی بالا ولی منفی بین غلظـت سـرب   
،  r=-906/0(هــاي دهیــدروژناز  در خــاك بــا فعالیــت آنــزیم فــراهم

05/0<P ( ــایی آز  و اوره) r  ،05/0<P=-747/0(فسفومونواســتراز قلی
رابطه منفـی  ). A ،B ،C-5شکل (بود ) r  ،05/0<P=-539/0(خاك 

کند که غلظت  ها پیشنهاد می بین غلظت سرب فراهم و فعالیت آنزیم
هـاي   تواند اثر قابل توجهی بر کاهش فعالیـت آنـزیم   می سرب فراهم

همبستگی منفی بین غلظـت فـراهم   ) 20(مولباچوا  .خاك داشته باشد
فلزات سنگین و کربن بیـومس میکروبـی و همبسـتگی مثبـت بـین      
غلظت فراهم فلزات سـنگین و بهـر متابولیـک را در نتیجـه کـاربرد      

EDTA گزارش کردند.  
نسبت به تیمار  SIRداري در ها سبب تغییرات معنی کاربرد کلات

در تمام تیمارها از شاهد  SIRنتایج نشان داد که ). 6شکل (شاهد شد 
 CA5و  CA3نتایج این پژوهش نشان داد که تیمارهـاي  . بیشتر بود

نسـبت بـه تیمـار     SIR%  5/60و %  14/60به ترتیب سبب افزایش 
احتمالاً ریزجانداران خـاك از اسیدسـیتریک بـه عنـوان     . کنترل شدند

) 12(کاس و لستان ). 12(کنند  کربن اضافی و منبع انرژي استفاده می
که با نتایج ایـن   را در اثر کاربرد سیترات گزارش کردند SIRافزایش 

هـاي تیمـار شـده بـا      در خـاك  SIRگیري  اندازه .مطالعه مشابه است
هـاي مختلـف اثـر     نشان داد که غلظـت  EDTAهاي مختلف  غلظت

 EDTA3 و EDTA5که تیمارهـاي  دارند به طوري SIRمتفاوتی بر 
نسـبت بـه تیمـار     SIR%  11/22و %  64/3به ترتیب سبب افزایش 

و شـاهد   EDTA5داري بـین تیمـار   اما تفـاوت معنـی  . کنترل شدند
  .مشاهده نشد

ــژوهش ــرات  بررســی ســایر پ ــه اث ــر  EDTAهــا نشــان داد ک ب
ها گزارش نمودند  اکثر پژوهش. پارامترهاي تنفسی خاك متفاوت است

 ایـه میکروبی پ تنفس EDTAمول در کیلوگرم  میلی 5و  3که سطح 
اما ایپلـد و همکـاران   ). 36 و 20(خاك را نسبت به شاهد افزایش داد 

مـول در   میلـی  3در سطح معادل  EDTAبیان کردند که افزودن ) 5(
. را کاهش داد SIRمیکروبی پایه و  داري تنفسکیلوگرم به طور معنی

 EDTAبیان کردند که شستشـوي خـاك بـا    ) 34(یودویچ و لستان 
که با نتایج این مطالعه  یخته خاك را افزایش دادتنفس میکروبی برانگ

  . مشابه است
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فعالیت آنزیم ) C(فعالیت آنزیم فسفومونواستراز قلیایی و ) B(فعالیت آنزیم دهیدروژناز، ) A(با  سرب فراهم خاكهمبستگی بین غلظت  - 5شکل 

  آز خاك اوره
Figure 5- Correlation between lead availability concentrations with (A) dehydrogenase activity, (B) alkaline 

phosphomonoesterase activity and (C) urease activity  
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  انکوباسیون زمان گذشت با اسیدسیتریک و EDTA کاربرد اثر در خاك SIR تغییرات - 6 شکل

Figure 6- The effects of EDTA and citric acid on SIR with incubation time 
  

نشـان  ) 6شکل (خاك با زمان انکوباسیون  SIRبررسی تغییرات 
بـه طـور    SIRام انکوباسیون مقدار 14داد که در تمام تیمارها در روز 

در تیمارهـاي   SIRداري افزایش یافـت ولـی همچنـان مقـدار      معنی
EDTA افزایش مقدار . و اسیدسیتریک بیشتر از تیمار شاهد بودSIR 
هاي بیولـوژیکی   تواند به دلیل افزایش فعالیت ام احتمالا می14در روز 

 .برداري باشدخوردگی خاك و افزایش تهویه بعد از نمونهبه دلیل بهم
داشت و از  روند نزولی شدید SIRام مقدار 21ام تا روز 14پس از روز 

. مشـاهده شـد   SIRام به صـورت جزئـی کـاهش در    28ام تا 21روز 
داد کـه بـا گذشـت زمـان فعالیـت تنفسـی در       نشـان  ) 20(مولباچوا 

بـه هـر حـال در    . و شاهد کاهش یافت EDTA ،EDDSتیمارهاي 
در تیمار شاهد کمتر از سایر تیمارها بـود   SIRطول مدت انکوباسیون 

  .بود EDTA5بیشتر از تیمار  SIRو فقط در روز هفتم مقدار 
بـر پارامترهـاي تنفسـی     EDTAنکته قابل توجـه در مـورد اثـر    

این اسـت کـه اکثـر پژوهشـگران افـزایش       )تنفس پایه و برانگیخته(
را نشـانه مثبتـی از بهبـود     EDTAتنفس میکروبی ناشی از کـاربرد  

) 36(عثمان و همکاران ). 36 و 20(دانند  شرایط بیولوژیکی خاك نمی
هاي آلـوده   ها و محیط بیان کردند که تنفس میکروبی بیشتر در خاك

انرژي بیشتر بـراي بقـاي ریزجانـداران خـاك      اغلب به وسیله نیاز به
به عبارت دیگر ریزجانداران خاك این توانایی را . شود توضیح داده می

دارند که در شرایط نامناسب انرژي را از مسیر رشد بـه سـمت عمـل    

به هرحال باید به این نکته توجه شـود  ). 5(حفظ سلول منحرف کنند 
هـاي   ی بـراي ارزیـابی تـنش   که استفاده از تنفس میکروبی به تنهـای 

  .رو کند محیطی ممکن است تفسیر نتایج را با مشکل روبه
  

  گیري نتیجه
غلظت  EDTAاساس نتایج بدست آمده از این پژوهش کاربرد  بر

سرب فراهم را در خاك افزایش داد ولی در مقابـل اسیدسـیتریک نـه    
ا تنها غلظت سرب فراهم را افزایش نداد بلکه نسبت بـه کنتـرل آن ر  

کارایی بیشتري در افزایش حلالیت سرب  EDTAاگرچه . کاهش داد
داشت اما کاربرد آن به دلیل افزایش بیش از حد غلظت سرب فـراهم  
خاك، فعالیت آنزیمی و میکروبی خاك را به طور قابل توجهی کاهش 

پذیري زیستی سریع به ولی اسیدسیتریک احتمالاً به دلیل تجزیه. داد
ن براي ریزجانداران خاك عمل کـرده و فعالیـت   عنوان یک منبع کرب

گرچه غلظت  EDTAبنابراین . آنزیمی و میکروبی خاك را افزایش داد
سرب فراهم خاك را افزایش داد اما بـه دلیـل اثـرات منفـی کـه بـر       

هاي شیمیایی و بیولوژیکی خاك دارد کیفیت خاك را کـاهش   ویژگی
کند زیرا با ضعیف  ا کم میپالایی ر داده و احتمال موفقیت فرآیند گیاه

شدن خاك هم گیاه توانایی استخراج کمتـري خواهـد داشـت و هـم     
تواند کیفیت خاك را نسبت به  پالایی در نهایت نمی اینکه فرآیند گیاه
شود در صورت نیاز به استفاده  در نتیجه پیشنهاد می. قبل بهبود بخشد
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گرم یا کمتر مول در کیلو میلی 3هاي کم آن مثل  از غلظت EDTAاز 
هـاي بعـدي اثـر     شود در پـژوهش  همچنین پیشنهاد می. استفاده شود

سطوح بالاتر اسیدسیتریک بر غلظت فراهم سرب و فعالیـت آنزیمـی   
  . خاك مورد بررسی قرار گیرد
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Introduction: Application of EDTA may increase the heavy metal availability and phytoextraction 

efficiency in contaminated soils. In spite of that, it might also have some adverse effects on soil biological 
properties. Metals as freeions are considered to be severely toxic, whereas the complexed form of these 
metalswith organic compounds or Fe/Mn oxides may be less available to soil microbes. However, apart from this 
fact, some of these compounds like EDTA and EDTA-metal complexes have low bio- chemo- and photo-
degradablity and high solubility in their own characteristics andable to cause toxicity in soil environment. So 
more attentions have been paid to use of low molecular weight organic acids (LMWOAs) such as Citric acid 
because of having less unfavorable effects to the environment. Citric acid increases heavy metals solubility in 
soils and it also improves soil microbial activity indirectly. Soil enzymes activity is a good indicator of soil 
quality, and it is more suitable for monitoring the soil quality compared to physical or chemical indicators. The 
aims of this research were to evaluate the changes of dehydrogenase, urease and alkaline phosphomonoesterase 
activities, substrate-induced respiration (SIR) and Pb availability after EDTA and citric acid addition into a 
contaminated soil with PbCl2.  

Materials and Methods: An experiment was conducted in a completely randomized design with factorial 
arrangement and three replications in greenhouse condition. The soil samples collected from surface horizon (0-
20 cm) of the Typic haplocalsids, located in Mashhad, Iran. Soil samples were artificially contaminated with 
PbCl2 (500 mg Pb per kg of soil) and incubated for one months in 70 % of water holding capacity at room 
temperature. The experimental treatments included control, 3 and 5 mmol EDTA (EDTA3 and EDTA5) and 
Citric acid (CA3 and CA5) per kg of soil. Soil enzymes activity, substrate-induced respiration and Pb 
availability of soil samples were determined by standard methods after 7, 14, 21 and 28 days of chelates 
addition.  

Results and Discussion: The soil texture was loam and the indigenous Pb content was 25.55 mg kg-1. The 
soil pH was 7.4 and electrical conductivity of saturated extraction measured 2.5 dS m-1. The soil carbonate 
calcium was 14% and the content of organic carbon and essential nutrients were low. The results showed that 
EDTA3 and EDTA5 treatments increased Pb availability by 2.17% and 10% compared to control treatment but 
CA3 and CA5 treatments decreased it by 3.8% and 15.7% respectively. The Pb availability in control and 
EDTA5 treatments did not change during the incubation time. The available Pb concentration dropped sharply 
during the incubation time in EDTA3, CA3 and CA5 treatments. The reduction rates in CA3 and CA5 treatments 
were more than EDTA3 treatment. This may be due to the high stability and low biodegradability of EDTA than 
biodegradable chelators and low molecular weight organic acids. The results showed that urease and 
dehydrogenase activities were significantly reduced in EDTA3 and EDTA5 treatments compared to control 
treatment. Urease and dehydrogenase activities were decreased with the increase of EDTA concentration. 
Alkaline phosphomonoesterase activity was not affected by the EDTA3 and EDTA5 treatments. In CA3 and 
CA5 treatments, dehydrogenase and alkaline phosphomonoesterase activities significantly increased with 
increasing the concentration of citric acid. CA5 treatment showed a prominent effect on urease activity compare 
to CA3 treatment. The soil enzyme activities increased with incubation time. It seems that reduction in Pb 
availability causes an increase of soil enzymes activities. Significant negative relationships were found between 
soil enzymes activities and available Pb concentration (dehydrogenase activity (r=-0.906, P<0.05), 
alkalinephosphomonoesterase activity (r=-0.747, P<0.05) and urease activity (r=-0.539, P<0.05)). The results 
showed that soil enzyme activities were affected by Pb availability. The results also revealed that substrate 
induced respiration enhanced by adding EDTA and Citric acid but additive effect of Citric acid was more than 
EDTA. The CA3 and CA5 treatments increased substrate induced respiration by 60.14% and 60.5% compared to 
control treatment, respectively. The effects of EDTA on substrate induced respiration depended on the EDTA 
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concentration. The application of 5 mmol EDTA per kg of soil did not significantly effect substrate induced 
respiration but the 3 mmol EDTA per kg of soil incresead it by 22.11% compared to control treatment.  

Conclusion: Based on our finding, EDTA application increased Pb availability as compared to control. In 
comparison with EDTA, Citric acid did not have ability to increase Pb availability. Activity of soil enzymes 
significantly were reduced by EDTA application. On the contrary, soil enzymes and microbial activity improved 
significantly by Citric acid applications. It is suggested that lower EDTA application and higher Citric acid 
concentrations can be considered for futures studies. 
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