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WSTEP

Mangan wystepuje w glebie w postaci zwigzkéw o r6znej rozpuszezal-
nosci [14, 16, 18, 22, 26, 30, 34]. Dla odzywiania sie roSlin ma znaczenie
mangan dwuwarto§ciowy, wystepujacy w kompleksie sorpeyjnym i roz-
tworze glebowym oraz w kompleksowych zwigzkach organicznych?.

Ilo$¢ manganu dostepnego zalezy od wielu czynnikéw, wsrod ktorych
odczyn gleby odgrywa gtowng role. Decyduje on bowiem o wtasciwosciach
redukcyjnych materii organicznej i o kierunku dziatalnosci mikroorga-
nizméw; im nizsza jest wartos¢ pH gleby, tym wiecej manganu wielowar-
tosciowego przechodzi w zwigzki manganu dwuwartoSciowego. Dlatego tez
gleby o wartosci pH ponizej 5,5 zawierajg zwykle znaczng czesé manganu
ogb6lnego w postaci manganu wymiennego i rozpuszczalnego w wodgzie i na
ogdél nie wymagajg nawozenia manganowego [22, 30]. Ze wzrostem war-
tosci pH gleby mangan dwuwartosciowy utlenia sie do manganu wielowar-
tosciowego (Mn'*, Mn ") gldwnie tlenkdéw, ktérych przyswajalnosé jest
tym mmniejsza, im majg one bardziej uporzadkowang budowe krystalicz-
ng [9, 18].

Procz odezynu gleby duzy wplyw na zdolnosci redukujgce mikroorga-
nizméw, a w zwigzku z tym i na zawarto§¢ manganu dostepnego, maja sto-
sunki powietrzne gleb (potencjat red-ox). W miare jak maleje ilosé tlenu,
ro$nie zawartos¢ manganu dwuwarto$ciowego [18, 20, 27].

Zaleznie od ksztattowania sie wispomnianych czynnikéw ilo§¢ manganu
dwuwartosciowego: ulega w jednej i tej samej glebie wahaniom w czasie.
Dotycza one szczegblnie manganu rozpuszczalnego w wodzie [14, 18].

Duza zmienno$¢ zwigzkéw manganu w glebie wywolana przechodze-

1S, G. Heintze: Studies on Soil Manganese, J. Soil Sci. 8 (1957) str. 287—300.
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niem jednych form w drugie jest m. in. przyczyna trudnosci opracowania
metod ekstrakcji manganu dostepnego.

Poszczegblni badacze usitujac oznaczaé zawarto$¢ manganu dostepnego
prébowali réznych roztworéw ekstrakcyjnych [3, 22, 26, 30a, b, 37].

Wetter C.[44] zaproponowal, by o iloSci manganu dostepnego sadzic
z zawartosci manganu rozpuszczalnego w wodzie. Zdaniem wielu badaczy
wskaznikiem ilosci manganu dostepnego moze by¢ mangan wymienny.
Steinberg [18] do wypierania manganu wymiennego stosowal roz-
twory Mg(NOs3)s i Ca(NO3)2, Heintze? — 0,5 molarny roztwor Ca(NOs)2,
Leeper i Sherman [14] — obojetny 1 n octan amonu, Schacht-
schabel roztwér MgSO4 [30].

Leeper [14] usitluje okre$laé zapasy manganu dostepnego na pod-
stawie zawartoéci manganu ulegajgcego tatwo redukeji, zwanego — lacznie
z manganem wymiennym i rozpuszczalnym w wodzie — manganem aktyw-
nym; te forme manganu ekstrahuje on z gleby za pomocg 0,2%¢ obojetnego
(pH = 7) roztworu hydrochinonu w 1 n octanie amonu. Schachtscha-
bel stwierdzil Scislg zalezno$¢ miedzy manganem aktywnym a reakcja
gleb niemieckich na nawozenie manganowe. W miejsce hydrochinonu do
redukcji manganu aktywnego stosowal on siarczyn sodu3. Uwaza on, iz
dobre wskazania mozna réwniez uzyskiwa¢ oznaczajgc mangan wymienny
oraz, jednocze$nie z pobraniem prébki do oznaczania, potencjal red-ox
[30a]. Schachtschabel omawia obszernie roztwory stosowane do
ekstrakeji manganu dostepnego [30b].

We wszystkich wyciggach stosowanych do oznaczania manganu do-
stepnego stwierdzano rézne ilosci manganu; mimo to pozostawaly one
w pewnej zaleznosci od potrzeb nawozowych gleb i niejednokrotnie stawaty
sie wskaznikami zawartosci manganu dostepnego w glebach.

Opierajac sie na tej zaleznoéci opracowano dla poszczegdlnych form
manganu liczby graniczne dzielace gleby na wymagajgoe i nie wymagajgce
nawozenia manganem. Z badan W et t e r a wynika, ze takg liczbg dla
manganu rozpuszczalnego w wodzie moze byé okoto 0,5 mg Mn/kg s. m.
gleby (liczba ta dotyczy gleb niemieckich) oraz ze liczba ta moze sie zmie-
niaé¢ w zaleznosci od pH gleby.

Roth i Pfaff za liczbe graniczng dla manganu rozpusaczalnego
w wodzie na goraco (ekstrakcja trwa godzine) uznali 0,9 mg Mn/kg gleby.
Stusznos$é nakreslenia takiej liczby potwierdzili oni w doswiadczeniach we-
getacyjnych z jeczmieniem na wielu glebach [26]. Stein ber g [33e]
za liczbe graniczng dla manganu wymiennego (wypieranego za pomocg roz-

2S. G. Heintze: Readly Soluble Manganese of Soils and Marsh Spot of
Peas J. Agr. Sci. 28 (1938) str. 175—185.
3 Metodenbuch. Bd 1,3 Auflage, Verlag Neumann.
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tworu azotanu magnezu) przyjmuje 2 mg Mn/kg s. m. gleby, zas Leeper
[14] — 3 mg Mn/kg s.m. gleby — dla gleb alkalicznych, a 2 mg Mn/kg s.m.
gleby dla pozostalych gleb (liczby Leepera odnoszg sie do manganu
wymiennego wypieranego za pomocg ln octanu amonu). Jako liczbe gra-
niczng dla manganu ulegajacego tatwo redukcji proponuje Leeper
100 mg Mn/kg s.m. gleby. Schachtschabel w zaleznosci od pH
gleby podaje szereg liczb granicznych dla manganu aktywnego.

pH gleby | 57 |58-59| 60 | 61 | 63 | 65| 67| 69

Ilo$¢ manganu |'

aktywnego nie-

zbedna dla nor-| __ 15 25
malnego wzro-

stu ro$lin w l
mg/kg gleby

Podaje on, ze w glebach niemieckich o pH ponizej 5,7 na ogél nie spo-
tyka sie gleb wymagajacych nawozenia manganowego. Podobnie jak inni
badacze, Schachtschabel zaleca ostroznosé w poslugiwaniu sie licz-
bami granicznymi dla celéw praktycznych; w zaleznosci od roéliny, stanu
nawozenia gleby, stopnia jej zwapnowania oraz od antagonizmu jonowe-
go Ca : Mn liczby graniczne nawet w przypadku tej samej gleby moga ule-
gat, jego zdaniem, do$¢ duzym zmianom.

Metody oparte ma stosowaniu réznego rodzaju wyciggdéw mogg budzié
zastrzezenia; prawdopodobnie wykrywane przez nie iloSci manganu nie
zawsze dobrze charakteryzujg zawarto$é manganu dostepnego.

Sporzadzania wyciggéw mozna unikngé¢ w przypadku metod makrobio-
logicznych. Role roztworu ekstrakcyjnego speinia w nich zywy organizm —
roslina wyzsza.

Roth i Pfaff (1955) idac za wskazaniami Mc Hargue (1922),
Hiltnera (1924) i Rademachera (1940) zastosowali do oznaczania
manganu dostepnego w glebie — owies. Zdaniem ich roslina ta moze wska-
zywaé nie tylko na juz istniejagcy niedobdér manganu dostepnego w glebie,
ale réwniez na zawartosdci bliskie niedoboru. W opracowanej przez Rotha
i Pfaffa metodzie owies wyrasta na badanej glebie (w do§wiadczeniach
wazonowych lub neubauerowskich), przy czym oznacza sie w nim chemicz-
nie mangan. W wyniku przeprowadzenia doswiadczen nawozowych z man-
ganem na wielu glebach Roth i Pfaff doszli do przekonania, ze jesli
wegetatywna cze$¢ rosliny zawiera ponizej 12—17 mg Mn/kg suchej masy
lub ziarno ponizej 15—20 mg na kg suchej masy, woéwczas badana gleba
wymaga nawozenia manganowego. Ta liczba graniczna pokrywa sie dosé
dobrze z liczbami znalezionymi przez Leepera (1934/35), Radem a-
chera (1948), Coic, Coppeneta i Voix (1950)orazprzez Jonesa
i Leepera (1951). Wskazania uzyskane za pomoca tej metody pozostaja
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w zgodzie z zawartosciag w glebie manganu rozpuszczalnego w wodzie na
gorgco oraz z zawartoscia manganu aktywnego.

Nowotny-Mieczynska i- Ruszkowska (1956)do ozna-
czen manganu dostepnego zastosowaty satate. Proponowana przez nie me-
toda polega réwniez na chemicznym oznaczaniu manganu w roslinach wy-
hodowanych na badanej glebie.

Donald, Passey i Swaby (1952)do oznaczen manganu do-
stepnego stosujg Trifolium subterraneum; L 6 hnis (1951) przy pomocy
fasoli okresla szkodliwy nadmiar manganu.

Wartosé proponowanych metod makrobiologicznych jest raczej nie-
watpliwa, nalezy jednak zwréci¢é uwage na ich pracochtonnoéé; précz ozna-
czania biologicznego wymagajg one réwniez wykonywania oznaczen che-
micznych.

Poérednie stanowisko miedzy metodami chemicznymi i makrobiologicz-
nymi zajmujg metody mikrobiologiczne. W przypadku tych metod mozna
wprawdzie unikngé sporzgdzania wyciggdw (oznaczajac mangan wprost
w prébce glebowej), jednak funkcje ich spetnia do pewnego stopnia pozyw-
ka; dodawane do gleby sole wraz z pozywka oraz kwasy produkowane przez
testowe organizmy z cukréw w czasie wzrostu majg duzy wplyw na wy-
niki oznaczen. Mimo to istnieje prawdopodobnie dos¢ zasadnicza roéznica
miedzy metodami chemicznymi i mikrobiologicznymi; metodami chemicz-
nymi wykrywa sie caly mangan, ktory przechodzi do roztworu ekstrakcy;j-
nego, za$ metodami mikrobiologicznymi wykrywa sie tylko zwigzki man-
ganu dostepne dla testowego organizmu.

Z mikroorganizméw do oznaczania manganu badz bezposrednio w prob-
kach glebowych, badz w wyciggach glebowych czy nawet roslinnych, zostat
zastosowany Aspergillus niger [5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 15b, 17, 18, 19, 21,
22, 24, 25, 26, 31, 32, 33, 35, 37].

Oprocz A. niger istnieje wiele innych organizméw, z pomocg ktérych
mozna oznacza¢ mangan. Metody, do ktérych wykorzystano te organizmy,

-stuzg przewaznie do oznaczania manganu nie wprost w glebie, lecz w roz-
nego rodzaju wyciagach glebowych lub roslinnych.

Interesujagcg tego rodzaju metode opracowali Bentley, Snell
i Philips (1947), wykorzystujgc zalezno$¢ miedzy iloSciag wytworzonego
kwasu mlekowego przez Lactobacillus arabinosus a iloscig manganu w $ro-
dowisku. Pozywke oczyszczajg oni od Sladéw manganu przez uprzednie
hodowanie na niej L. arabinosus. Dodatek 0,38 y manganu powoduje w cig-
gu 73 godzin wzrost produkcji kwasu mlekowego o 6 ml (w przeliczeniu na
0,1 n kwas). Mangan oznacza sie w tej metodzie z btedera okoto 10%. Przy-
datnoéc¢ tej metody do oznaczania manganu dostepnego w glebie nie zostata
dotad ustalona.
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Jogeswari (1948) zwrdcil uwage na mozliwos$¢ oznaczania manganu
i innych mikroelementéw za pomocy grzybéw z rodziny Fusarium.

Charney (1950) oraz Charney i Fisher (1951)stwierdzili
mozliwoéé oznaczania manganu za pomocg Bacillus subtilis; zastosowali
oni te bakterie do oznaczen manganu nie tylko w glebie, ale takze w mate-
riale roSlinnym. ‘

Saffert (1951) do oznaczen manganu w glebie stosuje Aspergillus
oryzae.

Nicholas (1952) procz Aspergillus niger do oznaczen manganu w gle-
bie i materiale ro$linnym stosuje Penicilium glaucum.

Wang (1951) oznacza mangan w glebie za pomocg Azotobacter chro-
ococcum 'z doktadnoscig 1,0 y, wykorzystujagc w tym celu zalezno$¢ miedzy
pigmentacjg A. chroococcum a stezeniem manganu w pozywce. Metoda ta
zastuguje na szczegélng uwage, poniewaz oznacza si¢ nig mangan wprost
w glebie i to w Srodowisku nie zakwaszajacym sie.

Borton i Wright do oznaczen manganu zastosowali Streptococcus
faecalis. ' Hy

Niektére z przytoczonych metod, a m. in. takze i metoda A. niger zastu-
guja na szczegblng uwage, wykrywajg bowiem w wyciggach $ladowych
ilosci manganu (0,01 /50 ml pozywki). Pod tym wzgledem czulsze od nich
sg chyba tylko metody izotopowe.

METODA A. NIGER

Ze wspomnianych organizméw stosowanych do oznaczania manganu
w glebie Aspergillus niger byl przedmiotem najwiekszego zainteresowania.
O dodatnim wplywie manganu na wzrost tego grzyba pierwsi zako-
munikowali Bertrand i Javillier (1911). Jednak dopiero Stein-
berg R. A. (1935) udowodnil, ze mangan jest konieczny do wzrostu
A. niger. Wykazal on, ze optymalne stezenie manganu i innych cigzkich
metalidla A. niger zalezy od odczynu pozywki i jest w przyblizeniu 20-krot-
nie wieksze w pozywcece o pH = 8,01 niz w pozywce o pH = 7,31.
Lohnis (1944—45) w dokladnych badaniach stwierdzil, ze A. niger
wymaga manganu nie tylko do wzrostu, ale réwniez do wyksztalcenia za-
rodnikow [17]. Stwierdzil on, Ze organizm ten jest bardzo czuly na Slady
manganu w kwasnym srodowisku; nie uwazat jednak, aby mozna go byto
wykorzysta¢ do oznaczania manganu dostepnego bezposrednio w glebie,
ze wzgledu na zbyt silne zakwaszenie sie Srodowiska podezas wzrostu i zwig-
zane z tym uruchamianie si¢ niedostepnych zwigzkéw manganu.
Gerretsen (1948) zastosowal A. niger do oznaczania manganu i in-
nych skladnikéw w glebie [12]. Nadmiernego zakwaszania sie Srodowiska
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w czasie wzrostu A. niger udalo mu sie tylko czeSciowo unikngé, dzieki za-
stapieniu w pozywce soli amonowych mocznikiem. Préby utrzymania od-
czynu pozywki na odpowiednim poziomie za pomoca buforu fosforanowego
nie powiodty sie. M ulder (1948) zastosowal A. niger do oznaczania man-
ganu nie tylko w glebie, ale takze i w materiale roslinnym [17,19]. Nich o-
las (1952) oznacza za pomocg A. niger w materiale roslinnym précz man-
ganu takze i inne mikroelementy. Mulder i Gerretsen oznaczajac
za pomocg A. niger mangan 1 inne mikroelementy w glebach holenderskjch,
doszli do przekonania, ze A. niger calkiem trafnie, o wiele lepiej, niz me-
tody chemiczne czy spektrograficzne oparte na wyciggach, ocenia zawartos¢
dostepnego cynku, miedzi i molibdenu, natomiast czesto zawodzi w ocenie
zawarto$ci dostepnego manganu i zelaza. Nie zalecaja wiec oni stosowac
A. niger do oznaczen manganu wprost w prébkach glebowych [18].

Tomlison i Campbell (1950) opracowali metode oznaczania
manganu i innych mikroelementéw za pomocg A. miger przypominajgcg
metode L. arabinosus Bentleya 1 wspdlautordw; opiera sie ona na
zaleznosci produkcji kwasu cytrynowego przez A. miger od stezenia w po-
zywce badanych mikroelementéw. Metoda ta mie zostala ostatecznie przy-
stosowana do oznaczeh manganu w glebach.

Nicholas (1950) oraz Nicholas i Fielding (1951) stosuja
w Anglii A. niger do oznaczania manganu bezposrednio w préobkach glebo-
wych. Nadmiernego zakwaszania si¢ srodowiska w czasie rozwoju grzyba
unikajg oni doprowadzajgc odczyn pozywki do pH = 7,5 za pomocg roz-
cienczonego amoniaku przed wprowadzeniem do niej odwazki gleby. W wy-
padku stosowanej przez Nicholasa pozywki wzrost plonu grzybni
A. miger nastepowal pod wplywem dodatku manganu w granicach od
0,01 — 10 /50 ml pozywki.

Donald, Passey i Swaby (1952) zbadali wiele mikroorgani-
zm6w pod wzgledem reakcji na zawarto$¢ manganu w $rodowisku i doszli
do przekonania, ze A. niger najlepiej nadaje sie do oznaczania manganu.
Oznaczajg oni za jego pomoca mangan dostepny i inne mikroelementy
wprost w mineratach, skatach oraz glebach [9, 10a i b]. Oznaczen dokonujg
oni w warunkach sterylnych, dzieki czemu mogg stosowac¢ pozywke o od-
czynie obojetnym oraz przedtuzac¢ czas wzrostu grzyba do 7 dni. Miarg za-
wartosci manganu jest ciezar grzybni lub intensywnoé¢ zarodnikowania.
Zakres czuloéci metody waha sie od $ladéw do 0,1 mg Mn/500 mg badanego
materiatu. A. niger dawat dobre wskazania o urychamianiu sie¢ manganu
dostepnego i innych mikroelementéw z mineraléw i skat, natomiast w przy-
padku gleb obojetnych i zasadowych, na ktorych czesto w Australii wy-
stepujg objawy glodu manganowego, przewaznie przecenial zawarto$é man-
ganu dostepnego. Autorzy przypisujg to dziataniu kwaséw produkowanych
przez A. niger oraz redukowaniu utlenionych form manganu [10].
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Wetter (1954) w celu unikniecia skutkéw zakwaszania sie Srodo-
wiska w czasie trwania oznaczania, zamiast bezposredniej probki gleby
wprowadza do pozywki 1 ml wodnego wyciagu gleby [37]. O zawartosci
manganu rozpuszczalnego w wodzie wnioskuje on z wielkoscei plonu grzybni
A. niger rozwijajacej sie w kwasnej pozywceopH = 3. Zbadan Wettera
wynika, ze gleby zawierajgce ponizej 0,35 mg manganu rozpuszczalnego
w wodzie w 1 kg gleby wykazuja silne objawy niedostatku manganu.

Wetter wspomina w swojej pracy rowniez o mozliwosci oznaczania
manganu w glebach na podstawie koloru zarodnikéw A. niger.

Lavollay wykazal, ze A. niger roénie zgodnie z prawem Mitscher-
licha onaz ze plon jego zalezy od stezenia badanego skladnika w pozywce,
a nie od jego absolutnej ilodci [13]. Léhnis (1952), Donald, Passey
i Swaby (1952) oraz Seraswathi (1954) potwierdzili przydatnosé
A. niger do oznaczania manganu i innych mikroelementéw. Wedlug mich
A. niger w odr6znieniu od ro§lin wyzszych nie jest wrazliwy nawet na
stokrotne zmiany stezen mikroelementéw w pozywce w zakresie stezen
wiekszych od optymalnych. Jedynie miedz w stezeniu 4-krotnym w: sto-
sunku do optymalnego obniza plon, a w stezeniu 64 razy wiekszym od opty-
malnego zabija A. niger [15].

Dodatek humianéw i niektérych gleb do pozywki o optymalnej zawar-
tosci sktadnikéw zwieksza plon z nie znanych dotad przyczyn [15].

Passey (1953) oraz Starkey (1955) przytaczaja dosé obszerng
literature na temat oznaczania manganu za pomocg A. niger i innych mikro-
organizmow.

BADANIA WLASNE

Z cytowanej literatury wynika, ze A. niger moze by¢ w rozmaity spo-
s6b wykorzystywany do oznaczen manganu w glebie. Pozwala on sadzié¢
o iloéci manganu na podstawie ciezaru grzybni lub ilosci wytworzonego kwa-
su cytrynowego; te sposoby mozna uzna¢ jako iloSciowe. Istnieje rowniez
mozliwos¢ oznaczania nim manganu na podstawie zaleznosci zarodnikowa-
nia od ilo$ci manganu w $rodowisku; ze wzrostem stezenia manganu A. niger
wytwarza wiecej zarodnikéw, a w zwigzku z tym kolor powierzchni grzybni
zmienia sie od bialego poprzez kremowy, brazowy do czarnego. Zaleznos$é
ta pozwala na przyblizone jakoSciowe oznaczanie manganu.

Dotychczas A. niger byl stosowany do ilosciowego 0znaczania manganu
(na podstawie ciezaru grzybni) wprost w préobkach glebowych po uprzed-
nim zalkalizowaniu pozywki lub wysterylizowaniu jej wraz z glebg, lub
do ilosciowego oznaczania manganu w wodach w wyciggach gleb. W tej
pracy zajeto sie przydatnoscia jego do:
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1) jakosciowego oznaczania manganu w glebie w oparciu o sposéb za-
rodnikowania,
2) iloSciowego oznaczania manganu,
— w innych wyciggach niz wodne,
-— wprost w probkach glebowych, ale w warunkach naturalnego
zakwaszenia pozywki podczas wzrostu bez uprzedniego alkalizowania jej
czy sterylizacji.

1. PRZYDATNOSC A. NIGER DO OZNACZANIA MANGANU W GLEBACH
NA PODSTAWIE ZARODNIKOWANIA

Z pracy Wettera wynika, ze wptyw manganu na zarodnikowanie

A. niger zalezy od zrddla azotu w pozywce. Zaleznos¢ te postanowilismy
wykorzysta¢ do opracowania metody jakosSciowego oznaczania manganu
w glebie.
Zwiazane z tym badania zaczeto od sprawdzenia zaleznosci miedzy za-
rodnikowaniem A. niger a zrédlem azotu. Poré6wnywano wiec wzrost i za-
rodnikowanie A. niger na pozywce zawierajgcej azot w formie azotanu so-
du ze wzrostem i zarodnikowaniem na pozywce zawierajacej azot w po-
staci chlorku amonu, przy wzrastajacych dawkach manganu.

Pozywke sporzadzono wedlug Steinberga [30] i Wettera [37],
oczyszczajac jg od manganu metodg Sakamury [29]. Aby jak najbardziej
uwolnié sie od zanieczyszczen manganem uzywano wody podwéjnie desty-
lowanej w szkle jenajskim, erlenmajerek do hodowli grzyba ze szkla
jenajskiego oraz soli p.a. przewaznie marki Merck. Sporzadzong w tych
warunkach czystosci pozywke wlewano do erlenmajerek (po 50 ml) i szcze-
piono zarodnikami pobranymi z grzybni wyhodowanej na sterylizowanym
chlebie. Uzyskane plony grzybni i opis zarodnikowania podano w tablicy 1.
Potwierdzaja one spostrzezenia Wettera. Mianowicie A. miger hodo-
wany na pozywce zawierajacej azot amonowy reagowal na wzrastajgce
dawki manganu silniejszym rozwojem masy grzybni, nie wytwarzajgc row-
nocze$nie zarodnikéw. Natomiast hodowany na azocie azotanowym na
wzrastajace stezenie manganu w pozywce reagowal wczesniejszym i sil-
niejszym zarodnikowaniem. Jednak po 90 godzinach trwania wzrostu réz-
nice w zarodnikowaniu miedzy poszczegélnymi kombinacjami zaczely za-
nikaé, a w koncu wegetacji przy wszystkich poziomach manganu czarne
zarodniki pokryly cala powierzchnie grzybni. Ze wzgledu ma taki zanik
Ir6znic w zarodnikowaniu wskazang przez W ett er a zalezno§ uzna-
lismy za niezupelnie wystarczajacg dla opracowania jakosciowej metody
oznaczania manganu w glebie.

Zupelnie przypadkowo udalo sie nam jednak zwigkszyé réznice w za-
rodnikowaniu A. niger na innej drodze. Chcac przyspieszyé wzrost grzybni
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Tablica 1
Wplyw wzrastajacych ilo§ci manganu w y na rozwéj i zarodnikowanie A. miger na
pozywce zawierajacej azot w postaci NaNOs, NH4Cl

Pozywka z NaNO, Pozywka z NH,Cl
Mn/50 ml | sucha masa zarodnikowanie sucha masa zarodnikowanie
pozywki | grzybni w po 2 .
mg* dobach po 3 dobach| w mg po 2 dobach | po 3 dobach
0,0 862 slabe | obfite,cata 545 brak zarod- | brak zarod-
powierz- nikéw nikow
chnia grzy-
bni czarna**
1 - 870 » ” 742 ” »
2 863 ” » 778 ” »”
5 857 ” » 1028 ” »
;10 899 » » 1033 ” »

* Srednia z 3 powtérzen.
** Zarodniki pojawitly sie¢ o dobe pdZniej niz na kombinacjach z azotem azotanowym.

A. niger i zwiekszy¢ roéznice w plonie w zaleznosci od stezenia manganu,
wprowadziliSmy do pozywki podobnie jak Sekera* — kwas taninowy.
Wynik byt doé¢ nieoczekiwany. Réznice w plonie grzybni zmalaty, nato-
miast wystgpity bardzo znacznie réznice w zarodnikowaniu. W kombinacji
zerowej i w pozywcee o matym stezeniu manganu A. niger nie wytwarzal

Tablica 2

Plon i zarodnikowanie A. niger przy wzrastajacym stezeniu manganu w y w pozywce
z dodatkiem kwasu taninowego

" Mn/50 ml Sucha masa grzybni w mg Zarodnikowanie
pozywki 1 | 1 III grednio

0,0 975 940 950 955 brak

1 970 945 986 966 Slady

9 987 948 952 962 -zarodniki pokrywaja !/; powierz-
chni grzybni

3 983 945 983 970 zarodniki pokrywaja /5 po-
wierzchni grzybni

5 980 953 940 957 zarodniki pokrywaja catg po-
wierzchnie grzybni

10 989 953 : 940 960 zarodniki pokrywajg calg po-
wierzchnie grzybni

4 F. Sekera: Der Quantitative Micro-Dungungversuch zur Priifung der Dun-
gewirhung von Kali und Phosphorsaiire. Die Phosphorsaiire 5 (1953) str. 527—5317.
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zarodnikoéw, za$ w miare wzrostu zawartosci manganu w pozywce poja-
wiaty sie coraz liczniejisze kolanielczarnych zarodnikéw. Wyniki obrazuje
tablica 2 oraz rys. 1, 2, 3, 4. Procz tego- wptyw kwasu taninowego «zaznaczyt
sie w przyspieszeniu wzrostu grzybni w pierwszych dwéch dniach wegetacji.

Jakosciowe oznaczanie manganu
bezposrednio w probkach glebowych

Reakcje A. niger na r6zne .stezenia manganu w obecnosci kwasu tani-
nowego postanowiliSmy wykorzysta¢ do oznaczania manganu bezpos$rednio
w glebie, by w ten sposéb oznaczac ilos¢ manganu dostepnego bez sporza-
dzania wyciggow.

Zarodnikowanie A. niger przy wzrastajacym stezeniu manganu w pozywce
z dodatkiem kwasu taninowego

Rys. 1. 07 Mn/50 ml pozywki Rys. 2. 1y Mn/50 ml pozywki

Bys. 3.3y Mn/50 ml pozywKki Rys. 4. 5y Mn/50 ml pozywki
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Tablica 3

Roéznice w zarodnikowaniu A. niger na pozywce ze wzrastajgcymi ilo§ciami
gleb i wyciggu wodnego z gleb

Wzrastajgce

| Wzrasta-
| Odezyn JaFe ilo- . ilosci wycig- .
Sci gleby | Ocena zarodniko- | gu wodnego {Ocena zarodni-
Gleba |gleby (pH . .
| w H,0) w mg/50 wania gleby w kowania
J ml po- mg/50 ml
zywki pozywki
0 0
pozywka brak zarodnikéw pozywka bez| brak zarodni-
bez doda- dodatku wy- kéw
tku gleby ciggu
1/, powierzchni
10 pokryta zarodni- 0.5 Slady
kami
Gleba bielico-
wa wytworzona cata powierzchnia
: 58 2 kryt dni-
z piasku stabo 5 pokryta zarodni 1 w9
gliniastego kami
50 » ” ”
100 » » 3 »
/s powierzchni
10 grzybni pokryta 0,5 Slady
zarodnikami
Gleba bielico-
wa wytworzona 6.5 cala powierzchnia
z piasku stabo ? 25 grzybni pokryta 1 ”
gliniastego zarodnikami
50 ” 2» i)
100 ”» ” 3 2
prawie cala po-
10 wierzchnia po- 0,5 Slady
kryta zarodnikami
cata powierzchnia
Glebabielicowa 25 grzybni pokryta 1 »
ciezka wytwo- 6.5 zarodnikami
rzonla z glmy 1/ powierzchni
zwaiowe] 50 » ” 2 pokryta zaro-
dnikami
) '/, powierzchni
100 ’ ,, 3 pokryta zaro-
dnikami
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Cigg dalszy tablicy 3

Wazrasta- Wozrastajace
Odczyn Ja(.:e ilo- ' ilosci wycia- )
Gleba gleby (pH §ci gleby | Ocena zarodniko- [gu wodnego | Ocena zarodni-
w H,0) [W mg/50 wania gleby w kowania
ml po- mg/50 ml
zywki pozywki
1/, powierzchni
10 grzybni pokryta 0,5 $lady
zarodnikami
Gleba brunatna
lekka wytwo- 79 cala powierzchnia
rzona z gliny ’ 25 grzybni pokryta 1 "
zwalowej zarodnikami
50 ) ” 2 ”
100 » 3 ”
prawie cata po-
10 wierzchnia grzyb- 05
ni pokryta zaro- ’ ?
dnikami
cala powierzchnia
Gleba brunatna 25 grzybni pokryta 1 ”
ciezka wytwo- 7 zarodnikami
rzona z gliny 8
zwatowej !/s powierzchni
50 9 2 pokryta zaro-
dnikami
1/, powierzchni
100 » 3 pokryta zaro-
dnikami

W celu ustalenia ilo$ci gleby, jaka nalezy bra¢ do oznaczania, do 50 ml
pozywki wprowadziliémy wzrastajace odwazki gleb o rdéznej zawartosci
manganu (wedlug-wyceny A. niger), po czym obserwowaliSmy zarodniko-
wanie w czasie wzrostu A. niger. Wyniki zamieszczono w tablicy 3. Widaé
z nich, ze na kombinacjach bez gleby A. niger w ogoble nie zarodnikuje (po-
wierzchnia grzybni jest kremowa). Na kombinacjach z 10 mg gleby/50 mil
pozywki w przypadku czesci badanych gleb zarodnikowanie bylo stabe; po-
wierzchnie czesciowo pokrywaly czarne zarodniki. W przypadku pozosta-
lych gleb zarodniki pokrywaty cala powierzchnie grzybni. Przy dawkach
gleby wiekszych od 10 mg/50 ml pozywki w przypadku wszystkich bada-
nych gleb zarodnikowanie byto obfite, tj. cata powierzchnia grzybni miata
kolor czarny.
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Na podstawie przytoczonych wynikéw mozna wnioskowaé, ze ze wzgle-
du na zakres czulosci tej metody nawazka gleby okoto 10 mg/50 ml pozywki
jest najwiekszg nawazka, jaka mozna stosowaé. Tak bardzo malta nawazka
budzi zrozumiale zastrzezenia ze wzgledu na reprezentatywnos¢ oznaczen
i dokladno$¢ metody. Stusznosé tych zastrzezen potwierdzilty do pewmnego
stopnia badania nad zgodnoscig réwmnolegtych oznaczen. Przy starannym
pobraniu $rednich prébek i przy bardzo dokladnym nawazaniu gleby r6z-
nice w zarodnikowaniu miedzy réwnoleglymi oznaczeniami byly dosé¢
znaczne. Oznaczenia tg metodg mogg mie¢ orientacyjng wartosé i to tylko
przy stosowaniu wiekszej ilosci powtérzen (5 — 6).

Jako§ciowe oznaczanie manganu w wyciggach wodnych gleb

Aby unikng¢ stosowania malych nawazek gleby, ktére budzg stuszne
zastrzezenia, probowaliSmy oznacza¢ mangan jakosciowo nie wprost w gle-
bie, lecz w wyciagach wodnych.

Wyciagi wodne gleb sporzadzaliSmy wedlug Wettera wytrzasajac
przez 15 minut 2 g powietrznie suchej gleby przesianej przez sito o $redni-
cy 1 mm z 10 ml wody podwdjnie destylowanej. Przed saczeniem zawiesine
pozostawiali$my na okres doby.

Przystosowanie A. niger do jakodciowych oznaczen manganu w wycig-
gach wodnych gleb sprowadzilo sie do ustalenia objetosci wyciggu, jaka
nalezy bra¢ do oznaczen. Do 50 ml pozywki dodawali$my wiec wzrastajace
ilusci wyciagéw wodnych z réznych gleb (0,5; 1; 2; 3 ml wyciggu/50 ml po-
zywki), po czym obserwowalismy zarodnikowanie A. niger. Opis obserwa-
cji zamieszezony w tablicy 3. Dodatek nawet 3 ml wodnego wyciagu z ba-
danych gleb prawie ze nie spowodowal zarodnikowania. Miedzy poszcze-
gélnymi glebami, podobnie jak miedzy wzrastajacymi dawkami wyciggéw,
nie wystapily znaczniejsze rdéznice (z wyjatkiem gleb bardzo zasobnych
W mangan).

Mozna wiec przypuszcza¢, ze w stosowanych przez nas ilosciach wy-
ciggéw wodnych jest zbyt mato manganu, aby wywotaé pelne zarodniko-
wanie. Jak wida¢ z tablicy 3, te same gleby, z ktérych sporzagdzano wyciagi,
dodane w ilosci 10 lub 20 mg/50 ml pozywki, powodowaty pelne zarodni-
kowanie.

W dalszych badaniach zastosowaliSmy wiec bardziej skoncentrowane
wyciagi wodne (10 g gleby/20 ml wody), a rozprowadzenie ich spowodowato
mocniejsze zarodnikowanie A. niger, pozwalajace na rozréznienie gleb ubo-
gich od zasobnych w mangan.

Metoda jakosciowa oznaczania manganu w glebach ma te duzg zalete,
ze jest stosunkowo prosta w wykonaniu; nie wymaga suszenia i wazenia
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grzybni, lecz na drodze prostej obserwacji wzrokowej pozwala odréznia¢
gleby zasobne od ubogich. Chociaz jest ona mato dokladna, to jednak przy
masowych oznaczeniach moze przypuszczalnie mie¢ zastosowanie jako me-
toda odrézniania gleb bardzo ubogich od zasobnych w mangan.

Sposéb wykonywania jakosciowej metody A. niger

Stosujgc w pracy wskazane juz warunki czystosci (str. 70) sporzadza sie
pozywke o nastepujacym sktadzie (w 1000 ml wody podwdjnie destylo-
wanej):

A. 1. glukoza 50 g B. 1. FeCl3-6H20 3 mg
2. kwas taninowy 20 g 2. ZnSO4+-TH20 2 mg
3. NH4Cl 2,7%5¢g 3. CuSO4-5H20 0,6 mg
4, KoHPO, 25 g 4, NapMoO,4-2H-0 0,5 mg
5. MgSO,4-7H20 1,0 g (MnSO4-4H20 — 0,3 mg)
6. NazSOy . 1,0 g

Zawsze najpierw przygotowuje sie pozywke makroelementéw (A), oczy-
szcza sie jg od Sladow metali ciezkich, a dopiero potem dodaje sie roztwor
mikroelementéw bez manganu.

Do oczyszczania pozywki od zanieczyszczen manganem mozna stoso-
wac, zgodnie z zaleceniami Sakamury [29], fosforan wapnia. W na-
szych probkach okazal sie on skuteczniejszy od innych $rodkéw, z ktérych,
niestety, nie wszystkie [1, 2] mogliSmy sprawdzi¢. Chemicznie czysty fos-
foran wapmnia przed bezposrednim uzyciem do oczyszczania pozywek nalezy
przemy¢ podwdjnie destylowang wodg. W tym celu 50 g Caz(PO4)e wy-
trzgsa sie w 1 litrze wody w ciggu 1 godziny. Przesgczony przez bezpopielne
sgczki i wysuszony fosforan wapnia dodaje sie do pozywki (10 g/1 litr),
doprowadzajgc jednocze$nie jej odezyn do pH = 5,5 za pomocg NaOH,
a nastepnie wytrzgsa sie 2 godziny. Pozywke sgczy sie przez podwodjne
saczki bezpopielne, uzyskujac w ten sposéb czysta, pozbawiong manganu,
pozywke, nadajgcg sie do oznaczen.

Odczyn oczyszczonej pozywki doprowadza sie do pH = 3 za pomoca
kwasu solnego. Nastepnie wlewa sie ja do czystych (wymoczonych w 30%o
kwasie solnym) erlenmajerek w ilosci 50 mil i dodaje sie glebe w ilosci
10 mg/50 ml pozywki lub jej wyciggi (np. 2 ml wyciggu z 1,0 n octanem
amonu — patrz str. 81).

Roéwnocze$nie przygotowuje sie préby standanrdowe zawierajace 0,0;
0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10 y Mn/50 ml pozywki. Szczepienia dokonuje sie zarodnika-
mi A. niger za pomocg opalonego drucika platynowego. Nalezy starac sie
pobraé jak najmniejszg ilo§é zarodnikéw, by wraz z nimi nie wprowadzaé
manganu. Szczepienia mozna rowniez .dokonywac kropla zawiesiny za-
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rodnikéw przemytych woda dwa razy destylowana w aparacie szklanym.
Wprowadzamy wéwczas do wszystkich kultur jednakowsg ilo$¢ zarodnikéw.

Zarodniki A. niger ofrzymuje sie przez zaszczepienie ich w szalkach
Petriego na sterylizowanym chlebie nasyconym wodg destylowang. Po kil-
ku dniach inkubacji w temperaturze 30—33 °C zarodniki nadajg sie juz
do szczepienia, Warto zaznaczy¢, ze na wysterylizowanym chlebie A. niger
rozwija sie i zarodnikuje bardzo obficie oraz ze ten sposéb otrzymania
zarodnikéw jest mniej klopotliwy od hodowli kropidlaka na podlozach aga-
rowych czy innych. Zarodniki zachowujg zywotno$¢ przez bardzo dlugi
okres czasu; przechowywane w suchych pomieszczeniach w temperaturze
pokojowej nawet po roku rozwijaty sie jak kilkudmiowe.

Zaszczepione kultury plynne umieszcza sie w termostacie na przecigg
90 godzin w temperaturze 30 °C. W okresie tym A. niger w zaleznosci od
ilosci manganu w podiozu wytworzy wiecej lub mniej zanodnikéw na po-
wierzchni grzybni. Wyglad zewnetrzny tych grzybni poréwnujemy z A. ni-
ger wyrostym na pozywce standardowej ze wzrastajgcymi ilosciami man--
ganu.

Czasem bez stosowania oczyszczania udaje sie uzyskaé pozywke zawie-
rajaca tak malo manganu, ze dodatek jego powoduje silniejsze zarodniko-
wanie. Z reguly jednak nalezy pozywke oczyszcza¢. Dowodem tego jest
doswiadczenie, w ktérym poréwnywaliSmy zarodnikowanie A. miger na
pozywece oczyszczanej i nie oczyszczanej. Wyniki znajduja sie w tablicy 4.

Tablica 4
Zarodnikowanie A. niger na oczyszczanej i nie oczyszczanej
pozywce bez dodatku manganu i z dodatkiem manganu

Pozywka Bez dodatku man-| Z dodatkiem 10 y
ganu Mn/50 ml
zarodniki na catej
oczyszczana brak zarodnikow powierzchni
grzybni
nie oczyszczana Slady zafodnikéw »

Okazalo sig, ze na pozywce nie oczyszczanej w kombinacji zerowej pojawily
sie $lady zarodnikéw. Natomiast nie bylo ich w tej samej kombinacji, ale
na pozywce oczyszczanej.

2. PRZYDATNOSC A. NIGER DO ILOSCIOWEGO OZNACZANIA MANGANU
W WYCIAGACH WODNYCH

Jedng znang dla nas metods iloSciows, posiadajgcg liczby graniczne
(dla gleb niemieckich), byta metoda A. niger w wykonaniu C. Wettera.
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PostanowiliSmy wiec nawigza¢ do tej metody i powtérzy¢ ja w naszych
warunkach.

Sprawdzajgc jej przydatnosé stosowalisSmy pozywke taka jak w meto-
dzie jakosciowej, ale bez kwasu taninowego. Zrodtem azotu byl chlorek
amonu. Réwniez w spos6b analogiczny oczyszczaliSmy pozywke, stosujac
do tego celu fosforan wapnia w ilogci 10 g/1000 m] ptynu. Po 90 godzinach
trwania wzrostu A. niger w temperaturze 30 °C grzybnie jego suszyliSmy
i wazyliSmy na wadze analitycznej.

Zgodnie ze wskazaniami C. Wettera mangan oznaczaliSmy w wy-
ciggach wodnych gleb, ktorych sposéb przyrzadzania opisaliSmy przy me-
todzie jakosciowej. Aby okresli¢ absolutng ilos¢ manganu rozpuszczalnego
w wodzie, poréwnywaliSmy ciezar grzybni rozwijajgcej sie na pozywce

Tablica 5
Plon grzybni A. niger na pozywce z wyciggami wodnymi réznych gleb
(1 ml wyciggu wodnego gleby/50 ml pozywki)

Gleb Ciesar* bhi Mn rozpusz-
€03 1¢zar’ s. m. grzybni w mg czalny w wodzie
z ktorej s R
! pH (H,0) powtérzenia w przeliczeniu
sporzadzono - ¢redni na kg gleby
$rednio
wyciag I 1I I % lw mg (weg wy-

ceny A. niger)

Gleba bielicowa
wytworzona z pia- 6,0 730 755 820 768 5,0
skéw luznych '

Gleba brunatna

wytworzona z gli- | 54 870 830 855 852 10,0
ny zwalowej $re-

dniej

Gleba bielicowa

wytworzona z ut- 48 1050 1035 1020 1035 25,0
woru pylowego ’

$redniego

Gleba bielicowa

wytworzona z ut- 6,5 600 590 550 580 0,2
woru pylowego

Sredniego

Gleba brunatna
wytworzona z glihy 5,9 820 805 840 821 8,5
zwatowej ciezkiej

.

* Ciezar suchej masy grzybni na pozywce bez dodatku wyciggu wyniést 536 mg, na po-
tywce z dodatkiem 1 y Mg/50 ml pozywki wyni6st 713 mg, na pozywce z dodatkiem 5 y Mn/50 ml
pozywki wynidst 1041 mg.
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z wyciggami wodnymi badanych gleb (1 ml wyciggu wodnego gleby/50 ml
pozywki) z ciezarem grzybni wyrostej ma pozywce ze wazrastajacymi ilo-
$ciami manganu.

Plony grzybni z kombinacji bez manganu oraz z kombinacji ze wara-
stajacymi dawkami manganu, jak réwmniez plony grzybni z kombinacji
z wyciagami glebowymi, zamieszozono w tablicy 5. Z tablicy tej widaé,
ze przebieg krzywej plonéw przy wzrastajacych dawkach manganu jest
niemal taki sam jak u C. Wettera, co dowodz, ze pracowaliSmy przy

1100

1000

Sucha masa grzybni -mg —

700

600

nl 1 i Il 1 L L
%0 1 T3 4 5 )

2

7 Mn /50 ml pozywki —

Rys. 5. Krzywa standardowa plonu grzybni (dla
Mn dostepnego i rozpuszczalnego w wodzie)

podobnej czystosci pozywki i takiej samej reakcji A. niger na mangan co
i Wetter. Wobu wypadkach plon grzybni A. niger z kombinacji zero-
wych wymnosit okolo 500 mg (tabl. 6).

Tablica 6
Plon A. niger na pozywce oczyszczanej i nie oczyszczanej
Ciezar s.m. grzybni w mg
. 0,0 » Mn/50 ml pozywki 10 ¥ Mn/50 ml pozywki
Pozywka B X . .

powtérzenia éred- powtérzenia $red-

I | 1 | I | nio I | m | or | nio

Oczyszczana 450 425 | 430 ] 435 1030 | 1045 [ 1005 1026
Nie oczyszczana | 700 | 712 | 745 | 722 | 1038 | 1043 | 1050 | 1043

Rowniez ilos¢ wyciagu wodnego gleb (1 ml/50 ml pozywki) zalecana
przez W ettera okazala sie odpowiednia dla naszych gleb. Przy tej iloéci
wyciggu gleby zasobniejsze dawaly optymalny plon grzybni, a ubogi plon

zblizony do plonu z kombinacji zerowej. Ilosciowa metoda A. niger ozna-
i

6 Roczniki Gleboznawcze
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czania manganu w wyciggach wodnych okazala sie powtarzalna i nadajgca
sie do badania naszych gleb. Dla uzyskania pelniejszego obrazu wartosci
tej metody zajeliSmy sie oceng jej czulosci i dokladnosci. Okazalo sie, ze
czulo$¢ jej podobnie jak i innych metod biologicznych jest najwieksza przy
malych zawarto$ciach manganu w srodowisku (0,1 — 3 2 Mn/50 ml pozywki)
i maleje w miare zblizania sie do optimum stezenia manganu. Obrazuje to
‘do pewnego stopnia wykres krzywej standardowej na rys. 5. Wida¢ z niego,
ze juz pod wptywem 0,5 v Mn/50 ml pozywki przyrost s.m. grzybni w pierw-
szej czedci krzywej wynosi okolo 100 mg, dalej — maleje.
Tablica 7

Wahania réwnoleglych plonéw A. niger na pozywce z wyciggami wodnymi
réznych gleb
(1 ml wyciggu/50 ml pozywki)

Ciezar s. m. grzybni w mg
Gleba powtérzenia i .
Srednio
I II III v
Bielicowa wytworzo-
na z utworéw pylo- 625 627 710 670 658
wych; lekka
Bielicowa wytworzo-
na z utworéw pyto- 660 574 666 633 634
wych; lekka
Bielicowa wytworzo-
na z utworéw pylo- 930 935 890 915 917,5
wych; lekka
Bagienna, mutowo- 1090 980 880 1030 995
=bagienna; lekka
Brunatna wytworzona
z glin zwatowych; 670 600 765 710 686
lekka
Mada ciezka 950 1070 990 1025 1008,7
Przedzial ufno$ei przy P = 5% wynosi 57,8 (Sredni biad oznaczenia wy-
nosi 7,0%). Blgd pojedynczego oznaczenia (c) obliczono ze wzoru ¢ — _l/(m‘)‘
“n -

Doktadnos¢ metody oceniliSmy na podstawie zgodnosci miedzy row-
noleglymi oznaczeniami manganu w glebach o réznej jego zawartosci
(wedlug wyceny A. niger). Wyniki tych oznaczen, zamieszczone w tabli-
cy 7, wskazujg na to, ze dokladno§é oznaczen jest stosunkowo, jak dla me-
tod biologicznych, dos¢ dobra, gdyz blad oznaczen wynosi okoto 7%/, Przy-
czyng tego dos¢ wysokiego btedu w poréwnaniu z metodami chemicznymi
sa prawdopodobnie wahania w zawartosci manganu w wyciagach glebo-
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wych, jak réwniez zanieczyszczenia manganem pozywki, pochodzace z za-
rodnikéw uzywanych do szczepienia, kurzu czy niestarannego umycia
szkla. Dokladnos$¢ tej metody malezy rozpatrywaé w zwigzku z czuloscia,
tzn. z przyrostami plonu grzybni A. niger pod wplywem wazrastajacych
dawek manganu; dokladnos$¢ ta jest wiec najwieksza w zakresie najwieksze-
go wzrostu krzywej plonéw.

Ze szczegblow metodycznych zajeliSmy sie wplywem oczyszczania po-
zywki. Podobnie jak w metodzie jakosciowej okazalo sig, ze jest on duzy
i w celu zwiekszenia czutodci metody pozywke nalezy oczyszczac. Ilustruje
to tablica 7. Wyniki jej pochodzg z doswiadczenia, w ktéorym A. niger roz-
wijal si¢ na pozywce nie oczyszczanej i
i oczyszczanej fosforanem wapnia, bez
manganu i przy optymalnym stezeniu
manganu. Plon grzybni na kombinacji
bez manganu jest o okoto 300 mg nizszy
w przypadku pozywki oczyszczonej od
plonu z pozywki nie 6czyszczanej. T

Ze wzgledu na wysoka cene glukozy g /50ml pozywki ——
poréwnywalismy wzrost A. niger na po- E¥s. 6. Roznica w cigzarze suchej
. . ) masy grzybni wyrostej na pozywce z
zywece z glukozg i na pozywce z sacharo- glukozy i sacharozy
z3. Okazalo sig, ze w wypadku pozywki
z glukoza ciezar grzybni w kombinacji zerowej byt zawsze nizszy od ciezaru
grzybni na pozywce z sacharoza mimo stosowanego oczyszczania. Ilustruja
to krzywe na rys. 6. Dlatego uznalismy, ze nalezy pozosta¢ przy glukozie.

1000 -

600

L [-Krzywa glukozy

II- »  sacharozy
2001

Sucna masa grzybni -mg

3. PRZYDATNOSC A. NIGER DO OZNACZANIA MANGANU W WYCIAGU SPORZADZANYM
DLA OZNACZANIA MANGANU WYMIENNEGO

Dla poznania gleby pod wzgledem zawartosci manganu dostepnego
oprécz oznaczenia manganu rozpuszczalnego w wiodzie, duze znaczenie ma
oznaczanie manganu wymiennego. PostanowiliSmy wiec sprawdzi¢ przy-
datnos¢ iloSciowe] metody A. niger do tego celu.

Mangan wypieraliSmy z gleby [2] za pomocg obojetnego (pH = 7) 1 n
octanu amonu. Postepowalismy w nastepujacy sposéb: 2 g gleby zalewa-
lismy taka iloscig roztworu octanu amonu, aby calg objetos¢ ptynu znad
osadu zmiescié na sgczku. Po 20 godzinach przesgczaliSmy wycigg, a po-
zostalg glebe kilkakrotnie przemywaliSmy przez dekantacje, az do zaniku
reakcji na wapn. Potem nowymi porcjami plynu zalewaliSmy glebe na
sgczku tak, aby w sumie do wypierania manganu uzy¢ 50 ml roztworu na
2 g gleby.

Po uzyskaniu przesgczu z manganem wymiennym musieliSmy ustali¢
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ilosé, jaka h-aleéy dodawa¢ do 50 ml pozywki. W tym celu zalozyliSmy do-
Swiadczenie, w ktéorym A. niger rozwijal sie na pozywoe ze wzrastajacymi
ilosciami wyciggu octanu amonu z réznych gleb. Plon grzybni A. niger
wyroslej na pozywce z wyciggami réznych gleb przedstawia tablica 8. Wi-
daé¢ z miej, ze 1 ml wyciggu octanu amonu daje w przypadku wielu gleb
prawie optymalny plan grzybni. Przy wiekszej ilosci wyciggu plon grzybni
nawet maleje. Natomiast 0,5 ml wyciggu/50 ml pozywki jest dawka, przy
ktérej uwidoczniajg sie réznice miedzy glebami, jesli chodzi o zawartosé
manganu wymiennego. Tak wiec dawke 0,5 ml wyciagu gleby w octanie
amonu/50 ml pozywki uznaliSmy za najlepsza i stosowalismy w dalszych
oznaczeniach manganu wymiennego.

Tablica 8

Rozwbj A.niger na pozywce ze wzrastajagcymi iloSciami wyeciggu octanu amonu
réznych gleb

Plon s. m. grzybni w mg Mn wymienny w
Gleba, z ktérej sporzadzono wyciag ilo§¢ wyciagu w m1/50 ml | mg/kg gleby przy
w 1,0 n octanie amonu pozywki 0,5 ml wyciagu (50
| 0,5 | 1 | P | 5 ml pozywki)
Bielicowa wytworzona z utworéw 810 980 | 1010 910 41
pylowych; lekka
Bielicowa wytworzona z piaskéw; 760 980 _ _ 37
luzna
Bielicowa wytworzona z piaskéw; 860 | 1170 830 _ 75
luzna
Bielicowa wyfworzona z piaskéw; 700 | 900 | 1005 | 1020 6
luzna
Bielicowa wytworzona z gliny zwa- |- 710 920 710 790 9
lowej; Srednia
Czarna ziemia wytworzona z gliny 756 810 700 920 35
zwalowej; ciezka
Mada ciezka 1052 | 1040 940 | 1070 240
Brunatna wytworzona z gliny zwa- 1000 | 1070 940 840 240
towej; ciezka )
Brunatna wytworzona z utworéw py- 850 | 900 | 1100 | 1120 66
towych; Srednia
Brunatna wytworzona z utworéw py- 950 930 830 830 163
towych; Srednia )

Po ustaleniu ilosci wyciagu branego do jednorazowego oznaczenia, po-
stanowiliSmy uzyska¢ krzywsg plonéw, aby méc odezytywaé absolutne ilo-
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Sci manganu wymiennego w glebie. W tym celu do pozywki z octanem
amonu (50 ml pozywki + 0,5 ml octanu amonu) dodawaliSmy wzrastajgce
ilogci manganu. Uzyskane wyniki przedstawia tablica 9 oraz rys. 7. Widaé

100~
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~ 800}
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s00 L : L : +

1 2 3
& Mn/850ml pozywhki ——=

Rys. 7. Krzywa standardowa plonu grzyb-
ni (dla Mn wymiennego)

z nich, ze wzrastajagcym ilosciom manganu odpowiadajg coraz to wieksze
plony grzybni. Optymalny jej plon (1100 mg) uzyskuje sie przy 5 y Mn/50 ml
pozywki. Dodatek octanu amonu do pozywki zwieksza plon grzybni, zmniej-
szajac zakres czulosci metody.

. Tablica 9
Rozw6j A.niger: 1) na samej pozywce, 2) na pozywce z dodatkiem 0,5 ml roztworu
octanu amonu stuzgcego do sporzadzania wyciggdow przy wzrastajgcych iloSciach

manganu
. . Ciezar s. m. grzybni w mg
ﬁlz]r?:t??/ggen::osii pozywka -+ 0,5ml octanu sama pozywka
zywki amonu/50 ml
I | I | Il [érednio| I | II | III |érednio
0,0 650 720 680 683 550 530 540 542
0,5 765 70 790 3 680 640 685 668
1,0 845 855 800 833 750 800 799 783
2 940 900 908 917 830 845 880 852
3 970 980 935 961 970 925 940 945
4 1000 970 1010 993 1012 1015 980 1002
5 1065 103Q 1040 1045 1060 1055 1035 1050
10 1020 1070 1058 1049 1028 1070 1045 1047
15 1060 1028 1040 1043 1035 1080 1020 1045
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Za miare dokladnosci oznaczen manganu wymiennego postuzyly nam
réwnolegle oznaczenia w glebach o réznej jego zawartosci (wedlug wyceny
A. niger). Wyniki tych oznaczen zamieszcezone w tablicy 10 wskazuja, ze do-

Tablica 10

Wahania réwnolegtych plonéw A.niger na pozywkach z wy-

ciggami gleb w 1n octanu amonu (0,5 ml wyciggu/50 ml
pozywki)

Ciezar s. m. grzybni w mg

Gleba powtdrzenia
I | 11| | Iv

$rednio

Brunatna lekka wytwo-

. . , 810 | 770 | 800 | 800 795
rzoha z piaskow

Brunatna $rednia wy- .
tworzona z gliny zwalo-| 750 | 650 760 695 714
wej

Bielicowa lekka wytwo-
rzona z utworéw pylo-| 713 | 650 735 730 707
wych

Brunatna Srednia wy-
tworzona z gliny zwato-| 7.0 750 755 | 710 734
wej

Brunatna lekka wytwo-

- | 670 | 660 | 610 | 660 650
rzona z gliny zwalowej

Przedzial ufnosci przy P = 5% wynosi 5% (Sredni blgd oznaczenia=
= 17,3%). '

kladnos¢ tej metody wynosi okolo 7%, a wiec wykazuje doktadnos§é innych
metod biologicznych. Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze iloSciowg me-
todg A. niger mozna oznacza¢ mangan wymienny.

4. PRZYDATNOSC A. NIGER DO ILOSCIOWEGO OZNACZANIA MANGANU BEZPOSREDNIO

N W PROBACH GLEBOWYCH

Do oznaczania manganu w wyciggach glebowych moZna mie¢ zastrze-
zenia polegajgce na tym, ze stwierdzany mangan (tj. mangan rozpuszczalny
w wodzie i wymienny) nie daje wtasciwego obrazu zawartosci manganu
dostepnego. Dlatego tez postanowiliSmy przystosowaé ilosciowa metode
A. niger do oznaczen manganu wprost w probkach glebowych, zaktadajac,
ze oznaczone w ten sposob ilosci manganu mozna uwazaé jesli nie za do
pewnego stopnia dostepne dla roslin, to w kazdym badz razie dostepne
dla grzyba. A

W celu przystosowania ilosciowej metody A. niger do oznaczania man-



Przydatno$é Aspergillus niger do oznaciania manganu dostepnego w glebie 817

ganu wprost w glebie, nalezato ustali¢ wielkos¢ nawazki gleby branej do
oznaczenia oraz odczyn pozywki. Przystepujgc do ustalenia wielkosci na-
wazki i odczynu pozywki, zdawaliSmy sobie sprawe z tego, ze wystepuje
tutaj odwrotna zaleznos¢; przy nizszym odczynie pozywki nawazka gleby,
potrzebna do spowodowania optymalnego wzrostu A. niger, powinna by¢
mniejsza, natomiast przy wyzszej wartosci pH pozywki powinna by¢ wiek-
sza. Najpierw postanowilismy wiec ustalié¢ odczyn pozywki.

Ustalenie odczynu pozywki

Lohnis [15] uwazal, ze A. niger nie bedzie mégl znalez¢ zastosowa-
nia do oznaczen manganu wprost w glebach ze wzgledu na zakwaszanie
pozywki w czasie wzrostu i uruchamianie sie w zwigzku z tym z gleby du-
zych iloéci manganu niedostepnego dla roslin.

Nicholas [21] oraz Donald, Passey i Swaby [10aib], nie
chcac dopuscié do uruchamiania sie z gleby manganu niedostepnego w cza-
sie trwania wzrostu A. niger, alkalizowali pozywke przed inkubacjg, co po-
ciggato za sobg koniecznoét pracy w warunkach sterylnych.

Wetter probowal oznacza¢ mangan wprost w probkach glebowych
nie alkalizujgc pozywki [44]. Najwieksze odwazki gleby, jakie jeszcze nie
wnosily optymalnej iloSci manganu dla A. niger, wynosily zaledwie 100 mg.
Wetter uznat je za zbyt male, aby mozna je bylo stosowaé¢ do oznaczen
ilo$ciowych.

Obaw Lohnisa i Wettera mie podzelaliSmy w pelni, jednak
w zwigzku z nimi postanowiliSmy sprawdzi¢ wzrost A. niger przy roznym
wyjsciowym odozynie pozywki. DodawaliSmy takze rézne ilosci gleby do
zalkalizowanej pozywki i obserwowaliémy wzrost i rozwéj A. niger. Bada-
nia te prowadziliSmy w tym celu, aby méc stwierdzi¢, czy przy wyzszych
wyjsciowych wartosciach pH pozywki bedzie mozna zwiekszy¢ ilosé doda-
wanej do niej gleby. Opis wyglady zewnetrznego A. miger oraz plon
grzybni przy réznym odczynie pozywki przedstawia tablica 1la i 11b. Wi-
daé z nich, ze A. niger najlepiej rozwija sie w $rodowisku o niskiej war-
tosci pH (pH — 3). Stosunkowo niezle rozwija sie jeszoze ma pozywoe
o wartosci pH — 6. W miare wzrostu odczynu pozywki plon grzybni A. niger
maleje, opdznia sie jego rozwdj, a zwieksza sie ilo$¢ zarodnikéw. W kom-
binacjach, w ktérych pozywka zostala zalkalizowana w miare trwania wzro-
stu A. niger pozywka zakwaszala sie dochodzac po 90 godzinach do pH
okolto 4 w kombinacji III (wyjsciowe pH — 7) i pH okoto 6,0 w kombina-
cji IV (wyjsciowe pH — 8) oraz do pH ok. 3 w kombinacji II (wyj$ciowe
pH — 6).

Dane te wykazuja, ze przy wyzszych wyjsciowych wartoéciach pH po-
zywki, wielkos¢ odwazki gleby potrzebnej do optymalnego wzrostu A. ni-
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Tablica 1la

Wplyw réimego wyjSciowego pH pozywki na plon i zarodnikowanie A. miger przy
dwoéch poziomach manganu

Pozywka + 1,07 Mn na .

Wyjéciowe 50 ml POZkaa + 10 Y Mnna 50 ml koncowe
pH - - pH
pozywki plon suche; . |zarodnikowanie plon suchej . |zarodnikowanie| POZyWki

masy grzybni masy grzybni
8 730 brak 1170 brak 2,8
7 640 brak 1050 §lady 3,2
6 570 slady 900 1/, pow. pokryta 4,1
3 505 na catej pow. 750 na calej pow. 5,8

Tablica 11b

Wplyw réznego wyjsciowego pH pozywki z gleba na plon i zarodnikowanie A.niger

Ciezar su- . Ciezar su- .
Wyjsciowe | chej masy Zarodnllkowa- chej masy Zarodn.lkowa-
Gleba pH w mg nie w mg nie
pozywki z
glebs przy 20 mg gleby/50 ml |przy 50 mg gleby na 50 ml
pozywki pozywki
Gleba bieli- 3 780 brak 1030 brak
cowa wy-= 755 $lady 1023 Slady
tworzona z h
utworu py- ki 738 ’ 915 /2 POW. pokryte
b{ — ) - jerz-
owego 8 720 cala pow. po 760 cala‘ powierz
lekka kryta chnia pokryta
1055 brak 1041 brak
Gleba bieli- -
cowa wy- 1010 Slady 1000 $lady
tworzona z 1000 » 940 %/s pow. pokryte
piasku — lu- cata pow. po cata pow. po
Zna 8 400 Rl 760 Ll
kryta kryta
3 1040 brak 1060 brak
6 1030 $lady 1056 slady
Mada ciezka 7 900 » 978 2/ pow. pokryte
. - ta pow. po-
8 780 | cala pow. po 900 |
. kryta kryta
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ger moze by¢ wieksza; woéwczas to jednak wzrost grzybni odbywa sig slabo
i nienormalnie. Z tego powodu zdecydowaliSmy sie zrezygnowa¢ z alkali-
zowania pozywki.

Wielkos¢ odwazek glebowych

Ilos¢ gleby, nadajaca sie do oznaczen w niej manganu, zdecydowaliSmy
sie ustali¢ przy optymalnym odczynie dla wzrostu A. niger (pH — 3), zakla-
dajgc w tym celu doswiadczenie, w ktérym kropidlak rozwijal sie na po-
zywoe ze wzrastajgcymi nawazkami réznego rodzaju gleb (20; 40; 100 mg
gleby/50 ml pozywki). Wyniki zamieszczone w tablicy 12 wskazujg, ze przy

Tablica 12
Wplyw wzrastajagcych iloSci gleb o réznej zawarto$ci manganu dostepnego na plon

A. Niger*
Wzrasta.jace J 20 mg 40 mg 100 mg |Mndostepny
ilosci gleby | gleby/50 ml | gleby/50 ml | gleby/50 m1 |W mg/kg gle-
Gleba by '(przy od-
ciezar suchej masy grzybni w mg** [Wazce 20 mg)
Gleba bielicowa wytworzona 1087 1035 1010 250
z piaské6w — luzna
Gleba bielicowa wytworzona 1055 1110 1170 250
z utworu pylowego — $rednia
Gleba brunatna wytworzona 089 983 1027 207
z utworu pylowego — $rednia N
Gleba bielicowa wytworzona 967 987 1080 160
z gliny zwalowej — lekka
Gleba bielicowa wytworzona 680 972 1030 7
z utworu pylowego — lekka
Gleba bielicowa wytworzona 785 1005 1050 55
z piaskéw — luzna
Mada ciezka 1075 1025 1090 250
Czarna ziemia wytworzona z 990 1015 980 182
utworu pylowego — cigzka
Gleba bielicowa wytworzona 880 1018 1037 100
z utworu pylowego — lekka
Czarna ziemia wytworzona z 975 988 1045 163
utworu pylowego — ciezka

* Plon suchej masy grzybni na pozywce bez dodatku gleby wyniést 525 mg.
** Srednia z 3 powtérzen.
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40 i 100 mg gleby/50 ml pozywki uzyskuje sie przewaznie juz optymalny
wzrost grzybni A. niger. Tylko przy ilosci 20 mg gleby/50 ml pozywki
w przypadku cze$ci gleb plon grzybni by? znacznie miZzszy od plonu uzy-
skanego przy optymalnej dawce manganu w $rodowisku. Te wiec iloéé
gleby uznaliSmy za wlasciwg i postanowiliSmy stosowa¢ w dalszych ozna-
czeniach.

Warto zwr6ci¢ uwage na to, ze jest to dwukrotnie wieksza ilosé gleby
od tej, jaka ustalono dla jakosciowej metody opartej na zarodnikowaniu
A. niger. Podobnie w metodzie jakosciowe]j trzeba wiecej wyciggu wodnego
z gleby, aby spowodowat réznice w zarodnikowaniu niz w metodzie wa-
gowej. ‘

Jest rzeczg ciekawa, ze¢ u Wettera dopiero ilos¢ gleby wynoszaca
0,1 g/50 ml pozywki dawata w przypadku réznych gleb juz optymalny plon
A. niger, i mimo to zdecydowal sie on oznacza¢ mangan w wyciggach wod-
nych, uwazajgc przypuszczalnie, ze nawazki mniejsze od 100 mg gleby/50 ml
pozywki wiazalyby sie ze zbyt duzym biledem oznaczania.

Dokladnosé metody

Aby sprawdzi¢ miare dokladnosci metody opartej na ciezarze suchej
masy grzybni przy ustalonej iloSci 20 mg gleby/50 ml pozywki, zalozyliSmy
doswiadczenie w kilku powtdrzeniach na glebach o réznej zawartosci man-

Tablica 13
Wahania réwnoleglych plonéw A. niger przy oznaczaniu manganu bezpoérednio
w glebie (20 ml gleby/50 ml pozywki)

Plon grzybni w mg

Gleba powtorzenia sred-

1| 2| 3| 4| 5|6 | 7| 8| 9 | 10 |npiplon

Gleba brunatna ciez-
ka wytworzona z gli-| 915 | 980 | 1015|1020 | 1030 | 1040 | 1040 ; 1040 | 1130 | 1150 | 1036
ny zwatowej

Gleba bielicowa §re-
dnia wytworzona z | 905 | 965 | 995 | 1000 | 1005|1005 | 1005 | 1005 | 1010 { 1015 | 991
utworu pylowego :

Gleba bielicowa $re-
dnia wytworzona z | 735 | 740 | 785 | 790 | 820 | 830 | 830 | 850 | 855 | 880 790
gliny zwatowej

Przedzial ufnos$ci przy P = 5% wynosi 64,1. Sredni blagd oznaczenia wynidst ~ 8,0%; bigd

pojedynczego oznaczenia obliczono ze wzoru ¢ = \/ M
n .



Przydatno$é Aspergillus niger do oznaczania manganu dostepnego w glebie 91

ganu (wedlug wyceny A. niger) i oznaczaliSmy blad réwnolegltych ozna-
czen. Wyniki zamieszczone w tablicy 13 wskazujg na to, ze dokladnosé¢ ozna-
czen przy tak matych nawazkach gleby jest stosunkowo dos¢ dobra, gdyz
blad réwnoleglego oznaczenia wynosi okoto 8%o.

WNIOSKI

1. Za pomocg A. niger mozna iloSciowo oznacza¢ mangan wprost
w prébkach glebowych roztartych w mozdzierzu oraz w wyciggach wod-
nych gleb i w wyciggach stosowanych do ekstrakeji manganu wymiennego,
stosujac bardzo mate naklady odwazki gleb wzglednie ilosci wyciggow za-
wierajace nie wiecej niz 5 y Mn/50 ml pozywki.

2. Dokladno$¢ wynikéw przy oznaczaniu manganu wprost w glebie jest
do$é duza (okoto 8%), mimo stosowania bardzo matych odwazek gleb: 20 mg
(krystalizator); z wicekszymi odwazkami wprowadza sie optymalne ilosci
manganu do pozywki nawet w przypadku gleb $rednio zasobnych w man-
gan, przy 58 y Mn/40 ml pozywki uzyskuje sie juz optymalny wzrost
A. niger.

3. Za pomocg A. niger mozna oznacza¢ mangan jakosciowo (na podsta-
wie zarodnikowania) wprost w glebie oraz w wyciggach glebowych.

4. Tlo$ci manganu wykrywane przez A. niger bezposrednio w prébkach
glebowych (przy warunkach zakwaszania sie naturalnego pozywki w cza-
sie wzrostu) sg zblizone do ilo$ci manganu aktywnego.

5. Dalsze badania powinny p6jsé w kierunku: a) poré6wmnania manganu
dostepnego dla A. niger (w warunkach maturalnego zakwaszania sie ro-
dowiska) z manganem aktywnym, jako z forma manganu majlepiej wska-
zujgcg na potrzeby nawozowe gleb w stosunku do tego mikroelementu,
b) zbadania przydatnosci A. niger do iloSciowego oznaczania manganu w wy-
ciggach z manganem aktywnym.

STRESZCZENIE

Roéznice w zarodnikowaniu A. niger na pozywce z dodatkiem kwasu ta-
ninowego (20g/1) zalezg od stezenia manganu w Srodowisku. Zaleznosc¢ ta
pozwala na jakosciowe oznaczanie manganu wprost w glebie lub w wy-
ciggach.

Wazrost A. niger zalezy od stezenia manganu w Srodowisku. Na zmody-
fikowanej przez Wettera poiywce (oczyszczonej metodg Sakamury)
bez dodatku manganu plon suchej masy grzybni wynosi okoto 400 mg i pod
wplywem wzrastajgcych ilosci manganu dochodzi do 1100 mg (przy
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5 vy Mn/50 ml pozywki). Zaleznosé ta pozwala na iloSciowe oznaczanie man-
ganu wprost w glebie oraz w wyciaggach wodnych i innych.

*

Prace te wykonaliSmy pod kierunkiem prof. dr M. Gérskiego: tu chcie-

liby$my podziekowaé Panu Profesorowi za pomoc i cenne wskazéwki.

(1]

[2]

(31

[4]

(51

[6]

!

(8]

[9]

LITERATURA

Albert A, Gledhill W. S. — The Choice of Chelating Agent for
Inactivating Trace Metals I. A Survey of Commercially Available Chelating

‘Agents. Biochem, J. 41 (1947) 525—533.

Arinuszkina E. W, — Chimiczeskij analiz poczw i gruntow. Moskwa
(1952) 54 —57.
B aron A. — Simultaneous Extraction and Determination of the Easily

Soluble Fractions of the Trace Elements B, Fe, Cu, Mg, Mn, Mo, Zn, in Soil
Landw. Forsch. 7 (1955) 82—89.

Bentley O. G, Snell E. E. and Philips P. H — A Micro-
biological Method for the Determination of Manganese. J. Biol. Chem. 170
(1947) 343.

Bertrand G, Javillier M. — Influence du manganése sur le dé-
veloppement de I’Aspergillus niger. C. R. Acad. Sci. Paris 152 (1911) 225.
Bertrand G. — Sur l'extraordinaire sensibilité de I’Aspergillus niger
vis-a-vis du manganése. Bull. Soc. Chim. France Sév. 5 (1942) 400—406.
Boken E. — On the Effect of Storage and Temperature on the Exchan-
geable Manganese in Soil Samples. Plant and Soil 4 (1952) 154—163.
Charney J. — A Microbiological Assay Method for Microgram Quantities
of Manganese in Biological Material. Science 114 (1950) 687—688.

Donald C. A, Passey B. J, Swaby R. J. — Availability
of Trace Elements from Rocks and Minerals. Australian Journ. of Agr. Res. 4
(1953) 292 — 304.

[10a]DonaldC. A, Passey B.J, Swaby R.J. — A Comparison of

Methods for Removing Trace Metals from Microbiological Media. J. Gen.
Microbiol. 7 (1952) 211—220.

[10b]Donald C. A, Passey B. J, Swaby R. J. — Bioassay of Available

[11]

[12]

(13]

[14]

Trace Metals from Australian Soils. Australian Journ. Agr. Res. 3 (1952) 305 — 325.

Gerretsen F. C. — On the Use of Aspergillus niger for the Determi-
nation of Plant Nutrients in the Soil. Annal. Chim. Acta 2 (1948) 782 — 789.

Jogeswari L. — Trace Elements Nutrition of Fungi. The Effect of Boron,
Zinc and Manganese on Fus. Spec. Proc. Indian Acad. Sci. 28 (1948) 177 — 201.
Lavollay J — Sur lactivité et I'interdépendance des aliments dans la

nutrition d’Aspergillus niger. Trace elements in plant physiology 1950 Wallace
USA.

Leeper G. W. — The Forms and Reactions of Manganese in the Soil.
Sodl Sci. 63 (1947) 79 — 94.



Przydatno§é Aspergillus niger do oznaczania mangénu dostepnego w glebie 93

[15a]L6hnis M. P. — Manganese Toxicity in Field and Market Garden Crops.
Plant and Soil 3 (1951) 193 — 222,

[15b]L6ohnis M. P. — The Action of Manganese on the Development of Asper-
gillus niger. Antonie van Leeuwenhoek 10 (1952) 101—122.

[16] Maksimow A, — Mikroelementy i ich znaczenie w Zyciu organizméw
(1954) 119 —132.

[177 Mulder E. G. — The Microbiological Estimation of Copper, Magnesium
and Manganese in Soil and Plant Material. Anal. Chim. Acta 2 (1948) 793 — 800.

[18] Mulder E. G, Gerretsen F., C. — Soil Manganese in Relation to
Plant Growth. Advanc. in agr. 4 (1952) 221 —277.

[19 Mulder E. G. — The Essentiality of Trace Elements for Microorganisms
and their Microbiological Determination. Proc. 6-th. Intern. Microbiol. Congr.
Roma (1953 — in pross). )

[20] Nicholas D. J. D, Fielding A. H. — The Use of A. niger for
the Determination of Magnesium, Zinc, Copper and Molybdenum Availble in
Soils to Crop Plants. Jour. Hortic. Sci. 26 (1951) 126 — 147. -

[21] Nicholas D. J. D. — The Use of Fungi for Determining Trace Metals

in Biological Materials. Analyst 77 (1952) 629 — 642 (Univ. Bristol Loong Ashton).

[22] Nowosielski O. — ,Dostepne formy manganu” a potrzeby nawozowe
gleb. W: Roczniki Gleboznawcze t. 7, 1958.

[23] Nowotny-Mieczynska A. — Nowe drogi badan nad mikroelemen-
tami. Post. Wiedzy Roln. 2 (1950) 4.

[23] Nowotny-Mieczynska A, Ruszkowska M. — Préba opracowania
biologicznej metody oznaczania przyswajalnego manganu w glebie. Rocz. N. Roln.
66-A-1 (1952) 181 —182.

[24] Passey B. J. — The Use of Microorganisms in the Biological Assay of
Trace Elements. Austr. Conf. Soil Sci. Adelaide I, 3 (1953) 5.

[25] Quastel J. H, Hewitt E. J, Nicholas D. J. P. — The
Control of Manganese Deficiency in Soil. The Jour. of Agricult. Science 38
(1948) 315.

[26] Roth V. H, Pfaff C. — Uberein Verfahren zur Bestimmung des pflan-
zenaufnehmbaren Mangans. Landw. Forsch. 6 (1955) 41 — 47 Sonderheft.

[27] Ruszkowska M — Makrobiologiczna metoda oznaczania przyswajal-
nego manganu w glebie. Referaty Zjazdu Naukowego PTG 20 — 23.IV. 1956.
Warszawa (1956) 100 — 103.

[28) Saffert K. G. — Uber den Einfluss des Mangans auf Wachstum und
Physiologie von Aspergillus oryzae und iiber eine Bestimmungsmethode von
Mangan mit Hilfe dieses Pilzes. Dissertation, Weihenstephan 1951.

[29] Sakamura T. — Uber einige fiir die Kultur von Aspergillus notwendige
Schwermetalle und das Befreiungsverfahren der Nihrlosung von ihren Spuren.
Journ. Sci. Hokkaido Ymp. Uni V (1936) 99 —117.

[30al]Schachtschabel P. — Der Nihrstaffgehalt des idealen Bodens. Landw.
Forsch. 6 (1955) 50 — 63 Sonderheft.

[30b]Schachtschabel P. — Die Bestimmung des Mangan ... Zeflanzen,
Dung. 78 (1957) 147 — 161.

[31] Stapp C. uu Welter C. — Beitrige zum quantitativen microbiologi-
schen Nachweis von Mg, Zn, Fe, Cu, Mn, Mo in Boden. Landw. Forsch. 5 (1953)
167 — 180.



94 O. Nowosielski, T. Seweryn

[32] Seraswathi D. — Bio-Assay of Heavy Metals by Aspergillus niger Sen-
sitivity of a New Strain. Prog. Indian Acad. Sci. 40 (1954) 1 — 7 (Univ. Madras).

[33a]Steinberg R. A. — Nutrient-Solution Purification for Removal of Heavy
Metals in Deficiency Investigations with A. niger. Jour. Agric. Res. 51 — (1935)
413 — 424,

[33b]Steinberg R. A. — Effects of Nitrogen Compound and Trace-Elements
on Growth A. niger. Jour. Agr. Res. 59 (1939) 713—744.

[83c]Steinberg R. A. — Influence of Carbon Dioxide on Response of Asper-
gillus niger to Trace Elements. Plant Physiol. 17 (1942) 129 — 132.

[33d]Steinberg R. A. — Effect of Trace Elements on Growth of Aspergillus
niger with Aminoacids. Journ. Agr. Res. 64 — (1942) 455 — 475.

[33¢e]Steinberg R. A. — Use of Microorganisms to Determine Essentiality
of Minor Elements. Soil Sci. 60 (1945) 185—189.

[34] Stiles W. — Trace Elements in Plants and Animals (1946). Tium. ros. (1949)
Moskwa, 31 — 32.

[35] Tomlison N, Campbell J. R. — The Influence of Zinc, Iron,
Copper and Manganese on the Production of Citric Acid by A. niger. Jour.
Bact. 2 (1950) 217 — 230.

[36] Wang T. S. — Nouvelle méthode de dosage des éléments minéraux fer-
tilisants du sols partes. Azotobacter Plant and Soil 3 (1951) 41 — 46.
[371 Wetter C. — Uber ein Verfahren zur Quantitativen Bestimmung von Man-

gan an Boden mit Hilfe von A. niger. Landw. Forsch. 6 (1954) 114—119.

OJIETEPJ] HOBOCEJBCKHU u T. CEBEPVH

O HOPUTOOHOCTU T'PUBA ASPERGILLUS NIGER IJA
ONPEIEJEHUA B IIOYBE JOCTYIIHOTO MAPTAHINA

JlaGopaTopyusa arpOHOMMYECKOM Xyummy BapinaBckoil Beicrueit
Ceanbckoxo3aiicTBeHHOM IIIKOMBI

PesoMme

Pazmuunsa B oOpa3oBamyy criop y A. niger Ha IIMTATEJbBHON cpejie ¢ Jo-
6aBKOI TaHHMHOBOM KucAOTHI (20 r./mmTp) o6ycJoBIMBAaOTCS COAEpIKA-~
HMeM Maprasia B cpefe. Biarogaps 9Toil 3aBMCMMOCTY OKa3bIBAE€TCA BO3-
MOKHBIM KadeCTBEHHOE OIpefiesIeHMe COAep:KaHMA MapraHiia Hernocpen-
CTBEHHO B IIOYBE MJIM B BBITANKKAX.

IpupocT y A. miger 3aBMCUT OT COflEpPIKaHMA MapraHua B cpefe. Ha
cpezie BuAOM3MeHEHHO) Berrtepom u oummenHHoit mo Metony CakaMypsl
IIpY OTCYTCTBMM MapraHIja ypoKajl CyXoro BellleCTBa MMIEJNA COCTaBJIAET
oxouro 400 MT., HO IIPK AEJICTBMM TOBBILIAIOIMXCA JO3 MaPTAHIA JOCTUTAET
1100 mr./ 5 © Mn/50 Msa. nuraTeabHON cpennl). Baarogapsa 9Toit 3aBMCUMO-
CTU ABJIAETCA BO3MOXKHBIM KOJMYECTBEHHOE OIIpefesieHye MapraHija He-
TIOCPEJICTBEHHO B ITI0YBE a TaKKe B BOAHBIX M APYTIUX BBITAXKKAX.
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ASPERGILLUS NIGER, AN APPROPRIATE INDICATOR
OF AVAILABLE MANGANESE IN SOILS
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Summary

Sporulation variation in A. niger on a medium to which tannic acid
(20 g/1) has been added depends on manganese concentriation in the medium.
This correlation permits direct qualitative determination of mamnganese
in the soil and in solutions.

Growth of A. niger depends on manganese concentration in the en-
vironment. On Wetter's modified medium (purified by the Sakamura
method), with no addition of manganese, the yield of myocelium dry matter
is abt. 400 mg and reaches with rising manganese content 1100 mg (at 5 g Mn
per 50 ml of medium). This correlation permits also direct quantitative
determination of manganese in the soil, and in water- and other solutions.
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