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WSTĘP

Występujące w glebach związki organiczne fosforu tworzą kompleksy z kwasami 
fulwowymi i huminowymi. Badania takich kompleksów prowadzone przez Fokina  
[5] sugerują źe fosfor zastępuje prawdopodobnie grupy karboksylowe lub inne 
aktywne rodniki substancji humusowej. Z badań M isterskiego i Łoginow a [12] 
wynika że fosfor połączony jest z tymi kwasami przez jon metalu co potwierdzają 
wyniki analiz Levesque i Schnitzera [10].

Mimo prowadzonych badań połączenia fosforu w materii organicznej gleb są 
nadal nie w pełni wyjaśnione. Utrudnia to tym samym wydzielanie i ilościowe ozna­
czanie znanych związków organicznych tego pierwiastka.

Najwięcej zainteresowania badacze poświęcają fosforanom inozytolu [2 3,11,13], 
kwasom nukleinowym [1, 7] oraz fosfolipidom [8, 4]. Mają one znaczący udział 
w ogólnej zawartości fosforu organicznego gleb i są stosunkowo najlepiej poznane.

Wyniki analiz cytowanych prac, dotyczących głównie gleb Anglii, Kanady 
i Szkocji, różnią się między sobą, czego przyczyną może być brak ujednolicenia 
procedur analitycznych. W literaturze krajowej nie spotkano danych określających 
jednocześnie ilości wymienionych rodzajów związków.

Przedmiotem naszych badań było ilościowe występowanie oraz profilowe roz­
mieszczenie fosforu lipidów, kwasów rybonukleinowych i dezoksyrybonukleinowych 
oraz inozytolu w glebach uprawnych i leśnych. Badano również aktywność fosfa­
tazy według Tabatabai i Bremnera [15] na tle wyodrębnionych frakcji fosforu 
organicznego.

Gleby użyte do badań zostały omówione w części I [14].

WYBÓR METODY I JEJ MODYFIKACJA

Z przeglądów literatury wynika, że badacze najczęściej wyodrębniają z gleb 
tylko poszczególne związki fosforu organicznego. Natomiast nie dokonują frakcjo­
nowanego ich rozdziału. W związku z tym dla frakcjonowania organicznych po­
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łączeń fosforu gleb posłużono się metodą stosowaną przez Schm idta-Thanhau- 
s er a [4] do rozdziału połączeń fosforu organicznego w materiale roślinnym. Metoda 
ta wymagała jednak odpowiednich dostosowań zarówno co do kolejności, jak i cha­
rakteru ekstrahentów. Podczas ekstrakcji fosfolipidów i kwasów nukleinowych 
z gleb, w porównaniu do materiału roślinnego, zauważono, że zbyt łagodne warunki 
co do odczynu roztworu i temperatury powodują nienaruszanie najsilniej z glebą 
związanych fofsoranów inozytolowych. Ma to istotne znaczenie dlatego, że fosfo­
rany inozytolowe stanowią znaczny procent fosforu organicznego gleb. Dlatego 
zaistniała potrzeba sprawdzenia stosowania dalszej ekstrakcji gleby pozostającej 
z rozdziału, zgodnie z metodą Schmidta-Thanhausera. W tym celu zastosowano 
zmodyfikowaną metodę izolacji z gleb estrów fosforanowych inozytolu według 
receptury M cKarchera i A ndersona [11].

Zastosowana procedura analityczna pozwala na rozdzielanie fosforu na frakcje 
związane z:

I — lipidami,
II — kwasem rybonukleinowym,

III — kwasem dezoksyrybonukleinowym,
IV — inozytolem.
W dalszej części pracy frakcje oznaczono liczbami rzymskimi od I do IV według 

podanej wyżej kolejności.

POSTĘPOWANIE METODYCZNE DLA FRAKCJONOWANIA WYODRĘBNIANIA  
ZWIĄZKÓW FOSFORU ORGANICZNEGO GLEB

Odpowiednie naważki glebowe (0,5-1 g) umieszczono w probówkach wirówko­
wych i przemywano dwukrotnie zimnym 0,2 N HC104 według metody Schmidta- 
-Thanhausera. Zapewnia to usunięcie w znacznej części fosforu nieorganicznego 
i usuwa sole wapnia, które ograniczają rozpuszczalność estrów fosforanowych 
w zasadach. Każdorazowo odwirowywano supematanty w wirówce typu Janetzki 
К 70. Po oddzieleniu rozpuszczalnych w kwasach połączeń fosforu przystąpiono 
do ekstrakcji związków organicznych.

Frakcje lip idow e. Fosfolipidy glebowe są silniej powiązane z innymi związ­
kami, niż to ma miejsce w roślinach, poza tym istnieje w glebach wiele substancji 
ograniczających ich rozpuszczalność. Z tego powodu w celu ich izolacji stosuje 
się nieco inny zestaw ekstrahentów i dłuższy czas ekstrakcji.

Po obmyciu kwasem nadchlorowym glebę traktowano kolejno 20 cm3 eta­
nolu, benzenu, eteru i chloroformu przez 0,5 godziny w temperaturze wrzenia pod 
przykryciem. Zawartość probówek mieszano trzykrotnie.

Celem odwodnienia i lepszego uwolnienia lipidów z innych połączeń przemywano 
glebę acetonem. W dalszej kolejności traktowano glebę (20 cm3) mieszaninami: e 
etanol-benzen (1:4), etanol-eter (3:1), etanol-chloroform (1:1), o temperaturze 
pokojowej.

Po odwirowaniu wszystkie ekstrakty łączono i rozpuszczalniki odparowywano 
przy użyciu ewaporatora próżniowego w 30°C, po czym przenoszono związki lipi-
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dowe ilościowo etanolem do kolby miarowej na 25 cm3. Glebę dokładnie suszono 
w temperaturze pokojowej i przystępowano do dalszej izolacji.

O ddzielanie fosforu  kwasów nukleinow ych. Glebę po oddzieleniu 
tłuszczowych połączeń fosforu zadano 10 cm3 0,5 N wodorotlenku potasu i poddano 
zasadowej hydrolizie w 37°C, umieszczając probówki w łaźni wodnej na dwie godziny. 
Następnie dodano 10 cm3 wyziębionego absolutnego alkoholu etylowego i 25 cm3 
3N HC104 i napełnione probówki umieszczono w szafie chłodniczej na 1 godzinę 
w temperaturze 4°C. W warunkach tych fosfor związany z kwasem RNA pozostaje 
w roztworze, natomiast fosfor związany z kwasem DNA i białkami pozostaje w ob­
sadzie. Po odwirowaniu zawartość probówek przemyto kwasem i hydrolizat RNA 
uzupełniono w kolbie miarowej na 50 cm3. Osad DNA wyodrębniono z gleby przez 
dodanie 15 cm3 0,5 N kwasu nadchlorowego i hydrolizowanie przez 40 minut w 
temperaturze 70°C. Po odwirowaniu osad przemyto kwasem i połączone super- 
natanty uzupełniono w kolbie miarowej na 25 cm3.

W ydzielanie fosforanów  inozytolu . W dalszej kolejności pozostałą glebę 
zadano 3 N NaOH i poddawano hydrolizie przez 12 godzin umieszczając probówki 
we wrzącej łaźni wodnej zgodnie z metodą podaną przez McKarchera i Andersona. 
Pominięto jednak przemywanie gleby kwasem z uwagi na wcześniejsze stosowanie 
roztworów kwaśnych przy wydzielaniu poprzednich frakcji. Z otrzymanego zasa­
dowego hydrolizatu wytrącano fosforany inozytolu w postaci soli barowych za po­
mocą octanu barowego. Po odwirowaniu osad rozpuszczano stosując żywicę katio- 
nowymienną, przy czym stosowany w oryginalnej metodzie Amberlit IR — 120 
zastąpiono o podobnym działaniu Dowexem 50 W x 8.

C hrom atografia otrzym anych frakcji. W celu potwierdzenia jakościo­
wego składu frakcji kwasów nukleinowych i frakcji fosforu związanego z inozytolem 
przeprowadzono rozdziały chromatografią kolumnową, stosując jako wypełnienie 
Dowex — 1x8  (100-200 mash) w formie mrówczanowej. Elucję przeprowadzono 
skokowo mrówczanem amonu o stężeniu 0,6 i 1,2 M o pH 7, z szybkością 0,5 cm3 
na minutę.

Celem identyfikacji zasad purynowych i pirymidynowych mierzono absorpcję 
na spektrofonometrze VSU2-P przy długości fali w przedziale 240-290 nm i porów­
nywano z widmami wzorcowymi. Na podstawie rozdziału frakcji inozytolowej 
i analizy otrzymanych profilów elucyjnych ustalono występowanie pięcio- i sześcio- 
fosforanów. Na wszystkich porcjach eluatów wykazano obecność niższych estrów 
fosforanowych inozytolu, chociaż w niektórych przypadkach porównując otrzy­
mane dane z literaturą [10, 12] można przypuszczać, iż frakcja ta może zawierać 
inne związki o podobnej liczbie reszt fosforanowych.

O znaczanie fosforu  poszczególnych  frakcji. Odpowiednie objętości 
ekstraktów kolejnych frakcji (5 cm3) mineralizowano w kolbach Kjeldahla ze stężo­
nym kwasem siarkowym i nadchlorowym. Próbki frakcji lipidowej odparowywano 
uprzednio na łaźni wodnej.

Po przeprowadzeniu mineralizacji oznaczono fosfor metodą kolorymetryczną 
Osmonda w modyfikacji Jacksona [8]. Jako reduktora używano roztworu cyny 
metalicznej w stężonym kwasie solnym według Sozaóskiego i Broniarza [14].
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Celem uniknięcia niekorzystnego wpływu żelaza na wywołaną barwę usuwano 
go przed oznaczeniem za pomocą kompleksowania żelazocyjankiem potasu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki badań (tab. 1 i 2) wskazują, że w większości próbek suma fosforu we 
frakcjach stanowiła ponad 90% ogólnej zawartości fosforu organicznego. Nieco 
niższe wartości bilansu otrzymano w ściółce bielicy leśnej. Powodem tego mogła

Ta be l a  \
F ra k c je  f o s fo ru  o rg an iczn eg o  vł uprawnych g le b ach  Wysoczyzny K u jaw sk ie j 

F r a c t io n s  o f  or.gan ic phosphorus in  some a r a b le  s o i l s  o f  th e  Kujawy up land

M iejscow ość

L o c a li ty

Poziem 

H orizon

F o sfo r  f r a k c j i  w mg/100 g g le b y  
Phosphorus f r a c t i o n  in  mg/Ю О g o f  s o i l

Suma f r a k c j i  
w p r z e l ic z e n iu  
na P o r g ,  w % 
Sum o f  f r a c t i o n  
in  c o n v e rs io n  to 

P o rg .  in  %

Aktywność
f o s fo ta z y

P hospha tase
a c t iv i ty *

n r  f r a k c j i n o ; o f  f r a c t i o n

I I I I I I IV

1 2 .3 4 5 6 7 8

C zarnoziem  le śn o -łąk o w y  w łaściw y -  T y p ic a l fo rest-m eadow  chernozem

Kruś l iw ie с 'Mp 0 ,84 4 ,16 1,50 4 ,80 102 ,7 205 ,6

A1,2 0 ,83 7 ,12 2 ,06 5 ,04 9 4 ,4 123,6

A^/C 0 ,36 3,16 0 ,9 2 7 ,65 9 6 ,7 - ' 9 0 ,6

k-ruaza A1n 0 ,63 6 ,8 0 1,90 7 ,80 9 8 ,2 176,3
Duchowna 1p

A1,2 0 ,5 i 5 ,20 1,76 7 ,5 4 94,1 162,5

A1,3 0 ,56 3,28 1 ,20 8 ,1 5 9 4 ,2 112 ,2  i

Szad łow ice A1P 0 ,7 4 5,84 2 ,02 4 ,44 8 1 ,5 27 0 ,3  ;

A1 ,2 0 ,63 6 ,7 2 1,92 5 ,12 7 6 ,0 2-40,1

A1,2 C,c3 5 ,20 1,34 4 ,8 4 8 9 ,7 218,5

* , . 4
0 ,56 5 ,56 1,68 5,01 98 ,5 136,2

A1 * 5 o , 56 6 ,36 1 ,64 5,71 9 8 ,4 189,8

A1,6 0 ,6 2 6 ,56 1,54 6 ,11 1 14 .1 186,2

A ^C 0,56 5,03 1,38 5 ,28 102,5 158,1

C zarnoziem  le  śno-łfjkow y z b r u n a tn ia ł y -  Browned fo rest-m eadow  chernozem

Gro jłlO A1P 0 ,8 2 5 ,92 1 ,30 10,20 9 3 ,2 196 ,9

A1,2 0 ,7 4 3 ,84 1 ,0 0 ' 8 ,8 0 9 9 ,2 129,4

A^/C 0,62 3,52 1 ,20 4 ,9 0 9 7 ,5 7 1 ,9

i " i o ś l i n A1P
0 ,5 8 6 ,84 2 ,36 7 ,4 2 9 3 ,3 222 ,9

i
A1,2 0 ,56 5 ,90 2 ,1 4 7 ,26 99,1 155 ,3

i
A1 ,3

0 ,6 2 4 ,04 1 ,20 5 ,60 9 1 ,7 9 0 ,6

I AV 0,56 3 ,20 0 ,8 0 5 ,50 0 0 cn 6 0 ,4
I
I D o b iesław ice A1P 0 ,7 4 5,56 1 , 68 6 ,84 93,8 179,1

A1.2 0 ,43 5 ,44 1,33 5 ,60 95 ,6 172,5

A1 »3 0 , 32 4 « £3 1,36 4 ,57 8 7 ,8 168,2

A1.4
0 ,32 4,04 1,23 4 ,3 4 8 7 ,3 145,2  S

A1,5 0,26 3,33 1,64 ' 5 ,04 8 6 ,9 129,4  j 
--------------------------- 1
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ed . t a j a l i  1

. . . . .
2 _4..... 5 I1...........6 '1 I 7 I 8

G leba b ru n a tn a  w łaściw a T y p ic a l Ьголп s o i l

M ierzw in A1P 

A1, 2 
A^/B

/ 3 /

0 ,5 0

0 ,5 0

0 ,4 4

0 ,3 0

6 ,7 2

6 ,0 8

4 ,58

5,60

2 ,20

2 ,03

2 ,00

1,80

3 ,96

3,67

4 ,4 0

e ,90

9 2 ,3

98 ,6

9 5 ,2

8 9 ,7

244 ,4

168,2

158,1

142 ,3

Batkowo A1P

A1 ,2
/ 3 /

0 ,48

0 ,42

0 ,2 2

6 ,95

5 ,46

4 ,28

1,96

1,18

0 ,6 3

3,80

4 ,69

7 ,30

9 1 .0

90 ,4

92.1

2 7 0 ,3

176.6

132.6

Ż e le c h lin A1P 

A1 » 2

A1»3
/В /

0 ,3 8

0 ,2 6

0 ,2 0

0 ,14

5 ,07

4 ,36

3 ,28

3 ,6 0

1,70

1,55

1.52

1 ,64

2 ,90

2 ,33

1 ,67

5 ,00

9 5 ,7

3 9 ,5

9 5 .3

9 4 .4

309,1

189,8

172.5

103 .5

x  W mikromolach rozłożon ego p -n itr o fe n o lu  w 100 g g leby  w c iągu  1 c o à z . 
In  и-m oles o f  decomposed p -n itro p h en o l in  100 g o f  s o i l  during 1 hear

być duża ilość stosunkowo lekkiego materiału pochodzącego z nie rozłożonych 
resztek roślinnych, wymieszanych z próchnicą. Materiał ten niecałkowicie sedymen- 
tował podczas kolejnych wirowań.

Fosfor lipidów w glebach uprawnych nie przekracza 1 mg P na 100 g gleby. 
Najwyższe jego ilości znajdowały się w powierzchniowych poziomach i malały wraz 
z głębokością, osiągając najniższą wartość 0,14 mg w poziomie (B) w glebie brunat­
nej z Żelechlina. Badane gleby brunatne odznaczają się niższą zawartością tej frakcji 
od czamoziemów leśno-łąkowych. Otrzymane ilości fosforu tej frakcji są zbliżone 
do wyników podanych przez K ow alenkę [9] dla badanych przez niego czarno- 
ziemów Kanady. W przeprowadzonych badaniach fosfor lipidowy stanowi średnio 
3-4% fosforu organicznego. Gawr iłow a [6] uznała za odznaczające się dobrą 
kulturą rolną takie gleby, które zawierają od 4 do 8 % lipidowego fosforu organicz­
nego.

Najwięcej fosfolipidów zawierają gleby leśne w podpoziomie surowinowym 
ściółek. Fosfor frakcji I w poziomie A0L gleby rdzawobrunatnej stanowi 20 % fosforu 
organicznego, a w bielicy 16%. Poziomy mineralne gleb leśnych wykazują również 
wyższy procent tej frakcji od badanych poziomów w obrębie solum gleb uprawnych. 
W badanej bielicy fosfor lipidowy zachowuje ogólną tendencję spadkową w profilu 
z wyraźnie zarysowanym poziomem iluwialno-humusowym.

Fosfor frakcji II, związany z kwasami fulwowymi, pochodzi głównie z hydrolizy 
kwasu rybonukleinowego i wolnych nukleotydów. Obecność RNA potwierdza 
identyfikacja uracylu (rys. 1) po przeprowadzeniu rozdziału chromatograficznego 
tej frakcji i zbadaniu absorbcji w ultrafiolecie dla otrzymanych eluatów z wybranych 
poziomów gleb uprawnych i leśnych. W poziomie Alp uprawnych gleb brunatnych 
fosfor organiczny tej frakcji stanowi średnio 46,5 % ogólnej ilości fosforu organicz­
nego, natomiast w czamoziemach leśnio-łąkowych — 35,6%.
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Ta be l a  2
F ra k c je  fo s fo ru  o rgan icznego  w g le b ach  le śn y c h  

Exactions of o rg a n ie  phosphorus i n  f o r e s t  soil3

ille  js c o -
HOŚĆ

L o c a li ty

Poziom

H orizon

Nr
p r o f i l u
P r o f i le

No.

F o sfo r f r a k c j i  w ng/100  g gleby 
Phosphorus f r a c t io n  in  mg/100 g o f  s o i l

n r  f r a k c j i no . o f  f r a c t io n

I I

Suma f r a k c j i  
w p r z e l ic z e n iu  
na  P o rg . w % 
Sum o f  f ra c t io n s  
in  co n v e rs io n  
to  P o rg . in  %

Aktywność
fo s f a ta z y

P hospha tase 
• a c t i v i t y 30

G leba xdznw o-brunatna R u s t-c o lo u re d  brown s o i l

l a s
P iw n ick i AoL

Ao f

X 10,80

8 ,0 0

20,40

14,64

15,36

12,22

10,42

9 ,15

9 8 ,2

91 ,6

1553.5
1003.6

Aofh 5 ,1 4 13,52 10,32 7 ,30 96 ,9 771,1

Ah1 0 ,8 4 12,92 5 ,6 4 8 ,7 2 96,9 522,1

Ahg 2 ,3 2 16,44 4 ,98 8 ,5 5 ' 94 ,9 269,5

AoL IX 14,48 21,96 16 ,94 8 ,5 8 * 92 ,5 1984,9

Ao f 7 ,8 0 14 ,52 11 ,22 9 ,30 9 4 ,2 1122,2

Ao fh 4,96 11,56 8 ,4 6 5 ,8 3 8 4 ,4 610,6

Ah1 1,66 12 ,04 4 ,7 4 5 ,9 3 91,9 398,9

Ah2 2 ,50 14,45 4 ,0 0 7 ,60 93 ,6 150,9

B ie l i c a  - P o d so l

G<5xa
Chełmska AoL

Ao î

I 10 ,74

•8 ,4 8

18,96 

16,48

12,96

10,80

7,48

8 ,2 3

7 5 ,4

7 9 ,7

1391,8

653,4

AeH 3,00 4 ,84 9 ,00 7 ,70 8 4 ,7 451,9

Aeh 1 ,00 4,68 3,10 3,34 3 6 ,2 107,8

Ae 0 ,28 1,68 ' 0 ,3 4 4 ,84 7 6 ,4 7 ,1

bh 2,15 19,00 6,98 11,76 102 ,2 91 ,8

Bh s 2 ,00 17,50 4 ,4 7 5,02 101,7 12,5

B8 0 ,5 2 5 ,64 0 ,9 2 5 ,50 100,6 10,7

AoL I I 10,20 16,44 14,46 6 ,82 7 4 ,3 1122,2

AoP 6 ,6 4 8 ,0 0 11,20 8 ,58 8 3 ,9 617 ,5

AoH 4 ,32 5 ,00 7 ,0 2 5 ,85 8 3 ,7 397,8

Aeh 1,00 5 ,00 2 ,1 0 1,34 86,4 107,8

Ae 0 ,28 1 ,20 0 ,8 4 3 ,30 66,1 8 ,9

*h 2 ,30 18,50 7 ,2 0 10,00 101,3 9 6 ,7

,Bhe 1,92 16,00 4 ,5 6 4 ,60 100,3 8 ,9

Bs 0 ,60 6 ,00 0 ,4 3 5,60 93,9 • 5 .3 '

‘ W mikxomolach uw olnionego p -n i t ro fe r .o lu  w 100 g g leby  w c iąg u  1 goàz . 
I n  m-m oles o f  l i b e r a t e d  p -n it ro p h e n o l in  100 g o f  s o i l  d u r in g  1 hour

Próchnica nakładowa gleby rdzawobrunatnej zawiera średnio więcej fosforu 
frakcji II — 32,9%, niż ściółka bielicy mająca 20,8% fosforu RNA. Przyczyną tego 
mogą być zarówno nieco wolniej przebiegające procesy huminifikacji w ściółce 
bielicy, jak również większa ruchliwość kwasów fulwowych przemieszczających się 
w głąb profilu. Zawartość fosforu frakcji II w poziomach mineralnych gleb leśnych 
jest zbliżona do ilości tej frakcji w poziomach próchniczych gleb brunatnych, a nawet 
niekiedy ją przekracza, na przykład w (Bhs) bielicy.
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Widmo uracylu zidentyfikowanego we frakcji II, wykonane w pH7
i  — widmo wzorcowe (ExlO), 2, 5, i 4 — Widma wybranych prób (ExlO2)

Spectrum of uracil which was found in fraction II, at pH7
1 — spectrum o f standard (ExlO), 2, 3 and 4 — spectrum o f samples (ExlO2)

Frakcja III, czyli fosfor pochodzący głównie z hydrolizy DNA, występuje na 
ogół w mniejszych ilościach w porównaniu z frakcją II, zwłaszcza w glebach upraw­
nych. Poziomy próchniczne gleb brunatnych i czarnoziemów leśno-łąkowych zawie­
rają fosforu frakcji III odpowiednio 15,1 % i 10,9%, natomiast poziomy podpróchni- 
czne — poniżej 10% ogólnej ilości fosforu organicznego.

Ściółki gleb leśnych zawierają w tej frakcji 25 % fosforu organicznego, natomiast 
ich poziomy mineralne mają ilości fosforu podobne do analizowanych poziomów 
próchniczych gleb uprawnych, a mianowicie: gleba rdzawobrunatna — 16,2%, 
bielica — 13,9%. Ilość i procentowa zawartość tej frakcji w całkowitej ilości fosforu 
organicznego spada wraz ze wzrostem głębokości profilu, podobnie jak fosfor po­
przednio omówionych frakcji I i II. Wzrost ilości fosforu we frakcji DNA w ściół­
kach gleb leśnych wywołany jest prawdopodobnie intensywniejszym rozwojem 
drobnoustrojów niż w poziomach mineralnych tych gleb.

Fosfor inozytolowy, stanowiący frakcję IV powiązaną z kwasami huminowymi, 
wykazywał tendencję do nagromadzania się w poziomach podpróchniczych w więk­
szości badanych profilów gleb uprawnych. Fosfor tej frakcji stanowił w poziomie (В) 
gleb brunatnych 49,2%, w poziomach A JC  i (B) czarnoziemów średnio 51,7% 
ogólnej ilości fosforu organicznego na tych głębokościach. Natomiast w ściółkach 
gleb leśnych fosfor frakcji IV stanowił około 18% fosforu organicznego. W pozio­
mach mineralnych udział fosforu tej frakcji w fosforze organicznym wynosił 25 % 
w glebach rdzawobrunatnych i 30% w bielicy.

Z rozdziału chromatograficznego fosforu frakcji IV z poziomów próchniczych 
gleb uprawnych (rys. 2) oraz ściółek i wybranych poziomów mineralnych gleb leś-
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Rys. 2. Profile elucyjne frakcji IV z poziomów próchniczych gleb uprawnych 
A — gleba brunatna właściwa, В — czamoziemy leśno-łąkowe. Na kolumnę Dowex 1 (160x12 mm) naniesiono:

A — 2,4, В — 3,7 mg P org.

Elution profiles of fraction IV from humus horizos of arable soils
A — forest-meadow chernozem, В — typical brown soil. Column 160x12 mm with Dowex 1. Samples contained:

A — 2.4 and В — 3.7 mg P org. were put onto the top of the column

nych (rys. 3) stwierdzono obecność niższych estrów fosforanowych, jak również 
pięcio- i sześciofosforanów inozytolu. Wyższe estry fosforanowe inozytolu, które 
były wymywane 1,2 M buforem mrówczanym, miały następujący udział w ilości 
fosforu tej frakcji : 46 % w glebie brunatnej, 40,7 % w iluwium bielicy, 30 % w czarno- 
ziemach leśno-łąkowych, 14,5% w ściółkach leśnych. Gleby uprawne badane przez 
M cKerchera i A ndersona [11] odznaczały się nieco wyższą zawartością pięcio- 
i sześciofosforanów, a mniejszą ilością niższych estrów fosforanowych inozytolu.

Aktywność fosfatazy jest najwyższa w powierzchniowych poziomach i maleje 
wraz ze wzrostem głębokości. Poziom Alp gleb brunatnych odznacza się wyższą 
aktywnością tego enzymu niż czarnoziem. Najwyższą aktywność oznaczono w solum 
czamoziemu z Szadłowic, gdzie w poziomie A J  С na głębokości 60-70 cm wynosi
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Rys. 3. Profile elucyjne frakcji IV z bielicy leśnej 
A — ściółka, В — poziom iluwialny. Na kolumnę Dowex 1 (160 x 12 mm) naniesiono: A — 2,6, В — 3,0 mg P org. 

Elution profiles of fraction IV from forest podzolic
A — litter and В — iluvial horizon. Column: 160 X 12 mm with Dowex 1. Samples contained :A  — 2.6 and В — 3.0 mg P org

were put onto the top of the column

ona 158,1 jxM p-nitrofenolu na 100 g gleby na 1 godzinę. Gleby leśne brunatne wy­
różniają się wyższą aktywnością fosfatazy od bielicy zarówno w ściółkach, jak i w 
poziomach mineralnych.

PODSUMOWANIE

Ilościowe rozmieszczenie związków fosforoorganicznych zależy od intensywności 
zachodzących przemian i od stopnia mineralizacji.

Według Gawr iłow ej [6] dobrym wskaźnikiem przemian substancji organicznej 
jest aktywność fosfotazy. W poszczególnych poziomach badanych gleb (tab. 1 i 2) 
aktywność tego enzymu jest zgodna z występowaniem materii organicznej gleb.
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Nie stwierdzono znaczących różnic w aktywności fosfatazy dla badanych czarnozie- 
mów leśno-łąkowych właściwych i zbrunatniałych. W glebach leśnych enzym ten 
jest najaktywniejszy w poziomie surowinowym ściółki i osiąga znacznie wyższe 
wartości niż w poziomach próchnicznych gleb uprawnych. Wysoka aktywność 
w ściółce gleby rdzawobrunatnej sugeruje, iż przemiany znajdujących się tu zwią­
zków organicznych fosforu są intensywniejsze niż w ściółce bielicy.

Współczynniki korelacji między aktywnością fosfatazy a ilością fosforu organicz­
nego w otrzymanych frakcjach dowodzą istotnej zależności obu czynników (tab. 3).

2 a b с 1 & 3
W spółczynnik  k o r e l a c j i  m iędzy ak tyw nośc ią  f o s f a ta z y  a  fo s fo rem  organicznym  

po szcze g ó ln y ch  f r a k c j i  i  p:i
C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  beetw eon p h o sp h a ta se  a c t i v i t y  and  o rg a n ic  ph o sp h o ru s

f r a c t i o n  and- pH

M Ы
G leby uprawne ś c ió ł k a  g le b  le śn y c h
/ .r a b ie  s o i l s P o ro s t  H o li l i t t e r

P o a fo ta z a
P h o sp h o tase pn/H 20 -0 ,5 9 6 + * 0,793  **

P o s fo ta z a
P h o sp h o tase

f r a k c j a  I  
f r a c t i o n

0 ,1 5 3 - 0 ,8 7 6 1 p

P o s fo ta z a
P h o sp h o tase

f r a k c j a  I I  
f r a c t i o n

0,52/; и ' 0 ,9 0 8 * *

P o 3 fo ta z a
P h o sp h o ta se

f r a k c j a  I I I  
f r a c t i o n

0 , 5384 * О .З р '/*

P o s fo ta z a
P h o sp h o tase

f r a k c j a  17  
f r a c t i o n

0 ,2 5 7 -  

V. = 36

0 ,3 7 6 -  

r. = 12

x  -  zm ienna n ie z a le ż n a  -  in d e p e n d e n t v a r i a b le
у -  zm ienna z a le ż n a  -  d ep en d en t v a r i a b le
n  -  l i c z b a  danych -  number o f  d a ta

Wysoko istotna korelacja wydzielonej frakcji II i III, występująca zarówno 
w jednym, jak i drugim przypadku, potwierdza, że zawarte są w nich związki łatwo 
dostępne dla badanego enzymu. Zachodzi tu wyraźna zależność między stężeniem 
substratu a aktywnością enzymatyczną. W podobny sposób w stosunku do enzymu 
zachowuje się fosfor frakcji I badanych ściółek, natomiast niewielka ilość fosfolipi­
dów w badanych glebach uprawnych jest prawdopodobnie w tym przypadku przy­
czyną nieistotnej korelacji. Bardzo niskie i ujemne wartości współczynników kore­
lacji dla wyizolowanej frakcji IV sugerują, że występujące tu połączenia fosforanowe 
nie są dostępne dla tego enzymu, którego aktywność była określona na podstawie 
intensywności rozkładu fosforanu-p-nitrofenolu jako substratu. Przyczyną tego 
może być utrudniony dostęp do grup fosforanowych związków tej frakcji, które 
połączone są kompleksowo z kwasami huminowymi. Poza tym duża ilość tych 
kwasów w frakcji IV mogła powodować również częściową inhibicję fosfatazy i ob­
niżanie w efekcie jej wyników.

Z wysoko istotnej korelacji między wartością pH a aktywnością fosfatazy potwier­
dza się wpływ stężenia jonów wodorowych na trwałość rozpatrywanych tu organicz­
nych związków fosforu. Na podstawie omówionych zależności można sądzić, że 
w badanych glebach w sprzyjających okolicznościach, tzn. przy powstaniu odpo­
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wiednich warunków dla przebiegu reakcji enzymatycznych, występujące w poszcze­
gólnych frakcjach połączenia fosforanowe mogą być rozszczepiane w drodze enzy­
matycznej.

WNIOSKI

Po przeprowadzeniu analizy ilości fosforu organicznego oznaczonego w posz­
czególnych frakcjach można przedstawić następujące stwierdzenia końcowe.

1. W glebach uprawnych więcej fosforu organicznego występuje we frakcji IV 
odpowiadającej kwasom huminowym, natomiast w glebach leśnych dominuje fos­
for frakcji II, która odpowiada kwasom fulwowym.

2. Inozytolowy fosfor organiczny frakcji IV wykazuje tendencję do gromadzenia 
się w głębszych poziomach genetycznych : (В), A1/C, BH, AH.

3. Fosfor organiczny frakcji I, II, III występuje w ilościach zbliżonych w pozio­
mach próchniczych gleb uprawnych i poziomach mineralnych gleb leśnych. Nie­
kiedy gleby rdzawobrunatne i bielice, a w szczególności ich ściółki, odznaczają się 
wyższą zawartością fosforu tych frakcji.

4. Fosfor organiczny frakcji II i III gleb uprawnych oraz frakcji I, II i III ściółek 
gleb leśnych wykazuje istotną zależność z aktywnością fosfatazy. Świadczyć to może 
o tym, że występujące tam związki organiczne fosforu są dobrym substratem dla 
tego enzymu.

5. Połączenie metod Schmidta-Thanhausera oraz McKerchera i Andersona 
pozwala na ilościowe frakcjonowanie fosforu organicznego glebowych fosfolipidów, 
kwasów nukleinowych i fosforanów inozytolowych.
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ИССЛЕДОВАНИЯ ПОЧВЕННОГО ОРГАНИЧЕСКОГО ФОСФОРА 
Ч. II. ОРГАНИЧЕСКИЙ ФОСФОР И ЕГО ФРАКЦИИ В НЕКОТОРЫХ ПАХОТНЫХ

И ЛЕСНЫХ ПОЧВАХ

Отдел биохимии, Отдел почвеведения 
Сельскохозяйственной академии в Быдгоще

Р езю м е

Использовали методы Шмидта-Танхаузера, а также Мак Керчера и Андерсона для вы“ 
деления органических соединений фосфора в выбранных пахотных и лесных почвах. Срав­
нивали количество и распределение в солуме почв фосфора связанного с липидами, рибо- 
и дезоксирибонуклеиновыми кислотами и инозитолем. Содержание фосфора определенного 
в отдельных фракциях и его распределение в солуме почв было обусловлено типом почвы 
и соответствовало направлению происходящих в них почвообразовательных процессов. 
ПочьЫ легкого механического состава характеризовались высшим содержанием фракции 
связанной с фульвокислотами, тогда как пахотные почвы были богаче фосфором фракции 
гуминовых кислот. Активность фосфатазы показывала существенную связь с количеством 
фосфора фракции липидов и нуклеиновых кислот, т.е. фракции I, II и III.
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STUDY ON ORGANIC PHOSPHORUS OF SOIL 
PART II. ORGANIC PHOSPHORUS A N D  ITS FRACTIONS IN SOME ARABLE AND

FOREST SOILS

Department of Biochemistry,
Department of Soil Science,

Agricultural University in Bydgoszcz

Sum m ary

Application of the method of Schmidt-Thanhauser as well as of McKercher and Anderson 
enabled to separate organic compounds of phosphorus in chosen arable and forest soils. The amount 
and distribution in the soil solum of phosphorus bound with lipides, ribo- and desoxyribonucleic 
acids and with inositol were compared. The content of the phosphorus determined in particular 
fractions and its distribution in the soil solum depended on the soil type and was conformable with 
the trend of soil-forming processes running in them. Forest soils were characterized by higher con­
tent of the fraction bound with fulvic acids, whereas arable soils were richer in phosphorus of the 
fraction of humic acids. The phosphatase activity revealed a significant relationship with the amount 
of phosphorus of the fractions of lipides and of nucleic acids, i.e. with the fractions I, II and III.
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