ROCZNIKI GLEBOZNAWCZE T. XXXV, NR 1, WARSZAWA 1984

GRAZYNA RZESNIOWIECKA-SULIMIERSKA, WOJCIECH CIESLA, JAN KOPER

BADANIA NAD GLEBOWYM FOSFOREM ORGANICZNYM

CZESC II. FOSFOR ORGANICZNY I JEGO FRAKCJE W NIEKTORYCH
GLEBACH UPRAWNYCH I LESNYCH

Zaklad Biochemii i Zaklad Gleboznawstwa Instytutu Rolniczego ATR w Bydgoszczy
WSTEP

Wystepujace w glebach zwiazki organiczne fosforu tworza kompleksy z kwasami
fulwowymi i huminowymi. Badania takich komplekséw prowadzone przez Fokina
[5] sugeruja ze fosfor zastepuje prawdopodobnie grupy karboksylowe lub inne
aktywne rodniki substancji humusowej. Z badann Misterskiego i Loginowa [12]
wynika ze fosfor polaczony jest z tymi kwasami przez jon metalu co potwierdzaja
wyniki analiz Levesque i Schnitzera [10].

Mimo prowadzonych badan polaczenia fosforu w materii organicznej gleb sa
nadal nie w pelni wyjasnione. Utrudnia to tym samym wydzielanie i ilo§ciowe ozna-
czanie znanych zwiazkéw organicznych tego pierwiastka.

Najwiecej zainteresowania badacze poswigcaja fosforanom inozytolu [2 3,11, 13],
kwasom nukleinowym [1, 7] oraz fosfolipidom [8, 4]. Maja one znaczacy udziat
w ogdlnej zawartosci fosforu organicznego gleb i sa stosunkowo najlepiej poznane.

Wyniki analiz cytowanych prac, dotyczacych gléwnie gleb Anglii, Kanady
i Szkocji, réznia si¢ miedzy soba, czego przyczyna moze by¢ brak ujednolicenia
procedur analitycznych. W literaturze krajowej nie spotkano danych okreslajacych
jednocze$nie iloSci wymienionych rodzajéw zwiazkéw.

Przedmiotem naszych badari bylo iloSciowe wystepowanie oraz profilowe roz-
mieszczenie fosforu lipidéw, kwaséw rybonukleinowych i dezoksyrybonukleinowych
oraz inozytolu w glebach uprawnych i le§nych. Badano réwniez aktywnoéé fosfa-
tazy wedlug Tabatabai i Bremnera [15] na tle wyodrebnionych frakcji fosforu
organicznego.

Gleby uzyte do badan zostaly oméwione w czesci I [14].

WYBOR METODY I JEJ MODYFIKACJA

Z przegladow literatury wynika, Zze badacze najczesciej wyodregbniaja z gleb
tylko poszczegélne zwiazki fosforu organicznego. Natomiast nie dokonuja frakcjo-
nowanego ich rozdziatu. W zwiazku z tym dla frakcjonowania organicznych po-
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Iaczen fosforu gleb postuzono si¢ metodg stosowana przez Schmidta-Thanhau-
sera [4] do rozdziatu polaczen fosforu organicznego w materiale ro§linnym. Metoda
ta wymagala jednak odpowiednich dostosowan zaréwno co do kolejnoéci, jak i cha-
rakteru ekstrahentéw. Podczas ekstrakcji fosfolipidéw i kwaséw nukleinowych
z gleb, w poréwnaniu do materialu roslinnego, zauwazono, ze zbyt tagodne warunki
co do odczynu roztworu i temperatury powoduja nienaruszanie najsilniej z gleba
zwiagzanych fofsoranéw inozytolowych. Ma to istotne znaczenie dlatego, ze fosfo-
rany inozytolowe stanowia znaczny procent fosforu organicznego gleb. Dlatego
zaistniala potrzeba sprawdzenia stosowania dalszej ekstrakcji gleby pozostajacej
z rozdziatu, zgodnie z metoda Schmidta-Thanhausera. W tym celu zastosowano
zmodyfikowana metode izolacji z gleb estréw fosforanowych inozytolu wedtug
receptury McKarchera i Andersona [11].
Zastosowana procedura analityczna pozwala na rozdzielanie fosforu na frakcje
zZwiazane z:
I — lipidami,
II — kwasem rybonukleinowym,
IIT — kwasem dezoksyrybonukleinowym,
IV — inozytolem.
W dalszej cze$ci pracy frakcje oznaczonoe liczbami rzymskimi od I do IV wedlug
podanej wyzej kolejnosci.

POSTEPOWANIE METODYCZNE DLA FRAKCJONOWANIA WYODREBNIANIA
ZWIAZKOW FOSFORU ORGANICZNEGO GLEB

Odpowiednie nawazki glebowe (0,5-1 g) umieszczono w probéwkach wiréwko-
wych i przemywano dwukrotnie zimnym 0,2 N HCIO, wedlug metody Schmidta-
-Thanhausera. Zapewnia to usunigcie w znacznej czgSci fosforu nieorganicznego
i usuwa sole wapnia, ktdre ograniczaja rozpuszczalno$¢ estréw fosforanowych
w zasadach. Kazdorazowo odwirowywano supernatanty w wiréwce typu Janetzki
K. 70. Po oddzieleniu rozpuszczalnych w kwasach polaczefi fosforu przystapiono
do ekstrakcji zwiazkéw organicznych.

Frakcje lipidowe. Fosfolipidy glebowe sa silniej powigzane z innymi zwigz-
kami, niz to ma miejsce w ro§linach, poza tym istnieje w glebach wiele substancji
ograniczajacych ich rozpuszczalno$é. Z tego powodu w celu ich izolacji stosuje
sic nieco inny zestaw ekstrahentéw i dluzszy czas ekstrakcji.

Po obmyciu kwasem nadchlorowym glebe traktowano kolejno 20 cm® eta-
nolu, benzenu, eteru i chloroformu przez 0,5 godziny w temperaturze wrzenia pod
przykryciem. Zawarto$¢ probéwek mieszano trzykrotnie.

Celem odwodnienia i lepszego uwolnienia lipidéw z innych polaczefi przemywano
glebe acetonem. W dalszej kolejnoséci traktowano glebg (20 cm?) mieszaninami:
etanol-benzen (1:4), etanol-eter (3:1), etanol-chloroform (1:1), o temperaturze
pokojowej.

Po odwirowaniu wszystkie ekstrakty laczono i rozpuszczalniki odparowywano
przy uzyciu ewaporatora prézniowego w 30°C, po czym przenoszono zwiazki lipi-
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g
dowe ilosciowo etanolem do kolby miarowej na 25 cm3. Glebe dokladnie suszono
w temperaturze pokojowej i przystepowano do dalszej izolacji.

Oddzielanie fosforu kwaséw nukleinowych. Glebg po oddzieleniu
thuszczowych potaczeni fosforu zadano 10 cm? 0,5 N wodorotlenku potasu i poddano
zasadowej hydrolizie w 37°C, umieszczajac probéwki w tazni wodnej na dwie godziny.
Nastepnie dodano 10 cm® wyzigbionego absolutnego alkoholu etylowego i 25 cm?
3N HCIO, i napelnione probowki umieszczono w szafie chtodniczej na 1 godzing
w temperaturze 4°C. W warunkach tych fosfor zwiazany z kwasem RNA pozostaje
w roztworze, natomiast fosfor zwigzany z kwasem DNA i biatkami pozostaje w o-
sadzie. Po odwirowaniu zawarto$¢ probéwek przemyto kwasem i hydrolizat RNA
uzupehiono w kolbie miarowej na 50 cm?®. Osad DNA wyodrebniono z gleby przez
dodanie 15 cm® 0,5 N kwasu nadchlorowego i hydrolizowanie przez 40 minut w
temperaturze 70°C. Po odwirowaniu osad przemyto kwasem i potaczone super-
natanty uzupelniono w kolbie miarowej na 25 cm3,

Wydzielanie fosforanéw inozytolu. W dalszej kolejnosci pozostala glebe
zadano 3 N NaOH i poddawano hydrolizie przez 12 godzin umieszczajac probéwki
we wrzacej lazni wodnej zgodnie z metoda podana przez McKarchera i Andersona.
Pominigto jednak przemywanie gleby kwasem z uwagi na wcze$niejsze stosowanie
roztworéw kwasnych przy wydzielaniu poprzednich frakcji. Z otrzymanego zasa-
dowego hydrolizatu wytracano fosforany inozytolu w postaci soli barowych za po-
moca octanu barowego. Po odwirowaniu osad rozpuszczano stosujac Zywice katio-
nowymienng, przy czym stosowany w oryginalnej metodzie Amberlit IR — 120
zastapiono o podobnym dziataniu Dowexem 50 W x 8.

Chromatografia otrzymanych frakcji. W celu potwierdzenia jakoscio-
wego sktadu frakcji kwasow nukleinowych i frakcji fosforu zwiazanego z inozytolem
przeprowadzono rozdzialy chromatografia kolumnowa, stosujac jako wypelnienie
Dowex — 1x8 (100-200 mash) w formie mréwczanowej. Elucj¢ przeprowadzono
skokowo mréwczanem amonu o stezeniu 0,6 i 1,2 M o pH 7, z szybkoécia 0,5 cm?
na minute.

Celem identyfikacji zasad purynowych i pirymidynowych mierzono absorpcje
na spektrofonometrze VSU2-P przy dlugosci fali w przedziale 240-290 nm i poréw=
nywano z widmami wzorcowymi. Na podstawie rozdzialu frakcji inozytolowej
i analizy otrzymanych profiléw elucyjnych ustalono wystgpowanie pigcio- i szescio-
fosforan6w. Na wszystkich porcjach eluatéw wykazano obecno$é nizszych estréw
fosforanowych inozytolu, chociaz w niektérych przypadkach poréwnujac otrzy-
mane dane z literaturg [10, 12] mozna przypuszczaé, iz frakcja ta moze zawierac
inne zwiazki o podobnej liczbie reszt fosforanowych.

Oznaczanie fosforu poszczegdlnych frakcji. Odpowiednie objgtosci
ekstraktow kolejnych frakcji (5 cm®) mineralizowano w kolbach Kjeldahla ze st¢zo-
nym kwasem siarkowym i nadchlorowym. Prébki frakcji lipidowej odparowywano
uprzednio na 1azni wodne;j.

Po przeprowadzeniu mineralizacji oznaczono fosfor metoda kolorymetryczna
Osmonda w modyfikacji Jacksona [8]. Jako reduktora uzywano roztworu cyny
metalicznej w stezonym kwasie solnym wedtug Sozafskiego i Broniarza [14].
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Celem uniknigcia niekorzystnego wplywu zelaza na wywolana barwe usuwano
&o przed oznaczeniem za pomoca kompleksowania zelazocyjankiem potasu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki badan (tab. 1 i 2) wskazuja, Zze w wigkszoéci prébek suma fosforu we
frakcjach stanowita ponad 909 ogélnej zawartosci fosforu organicznego. Nieco
nizsze wartosci bilansu otrzymano w $cidlce bielicy lesnej. Powodem tego mogta

Tabeia 1

Frakcje fosforu organicznego w uprawnych glebach Wysoczyzny Kujawskiej
Fractions of organic phosphorus in gome arable soils of the Kujawy upland

Fosfor frakcji w mg/100 g gleby Suma frakeji
“ie jscowosé Poziem | Phosphorus fraction in mg/100 g of soil ;ap;zg%;::zezié ?gg;fygxég;ié
jocality Horizon nr frakeji - no. of fraction :?:mcgr{vgigggxi-xot% Phosiﬁiatase
1 11 111 v P org. in % activit
1 2 3 4 5 6 1 8
Czarnoziem lesno-Xgkowy wlasSciwy - Typical forest-meadow chernozen
¥rulliniec Aoy 0,84 4,16 1,50 4,80 102,7 205,6
A1;2 c,58 7,12 2,06 5,C4 94,4 123,6
Ay/C 0,36 3,16 0,92 7,65 96,7~ 90,6
kl;igtslg:na A1p 0,68 6,80 1,90 7,80 98,2 176,8
A1,2 0,55 5,20 1,76 1,54 94,1 162,5
A3 0,56 3,28 1,20 8,15 94,2 112,2 !
Szadiowice A"P C,74 5,84 2,02 4,44 81,5 270,3 ;
A1’2 0,62 6,72 1,92 5,12 76,0 240,1
A1,2 c,Ee3 5,20 1,84 4,84 89,7 218,5
Aqg 0,56 5,55 1,68 5,01 98,5 136,2
A1’5 0,56 6,36 1,64 5,71 98,4 189,8
A6 0,62 6,56 1,54 6,11 114,1 186,2
A1/C 0,56 5,08 1,38 5,28 102,5 158,1
Czarnoziem lesro-lskowy zbhrunatnizty -  Browned forest-meadow chernozem
srnojno Ap 0,82 5,92 1,30 10,20 93,2 i96.9
Ay,2 0,74 3,84 1,00 8,80 99,2 129,4
A1/C 0,62 3,52 1,20 4,90 97,5 71,9
? “ieélin Am 0,58 6,84 2,36 7,42 93,3 222,9
; /\1'2 0,56 5,90 2,14 Ty26 99,1 155,3
i 41,3 0,62 4,04 1,20 5,60 91,7 90,6
/3/ 0,56 3,20 0,80 5,50 10,6 60,4
Dobiestawice A1P 0,74 5,56 1.08 6,84 ¢3,8 179,1
Ay2 0,43 5,44 1,33 5,60 95,6 172,5
A1'3 s 32 4,23 1,36 4,57 87,8 168,2
Lo 0,32 4,04 1,29 4,84 87,3 145,2 i
Ayg 0,25 2,23 1,64 5,24 86,9 129,4 i
|
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cde tadeli 1

1 [ 2 ¥ 5 [ 4 J 5 1 6 | 1 I 8
Gleba brunatna w2asdciwa - Typlcal brown soil
Mierzwin A1p 0,50 6,72 2,20 3,96 92,3 244,4
' A2 0,50 6,08 2,03 32,67 9,6 168,2
A.l/B 0,44 4,58 2,00 4,40 95,2 158,1
/8/ 0,30 5,60 1,80 £,90 89,7 142,3
Batkowo A1p 0,48 6,95 1,98 3,80 9,0 270,3
A2 0,42 5,46 1,18 4,69 90,4 176,6
/3/ 0,22 4,28 C,63 7,30 92,1 132,6
Zelechlin Ap 0,38 5,07 1,70 2,90 95,7 309,1
A1.2 0,26 4,36 1,55 2,33 89,5 189,8
A3 0,20 3,28 1,52 1,67 95,3 172,5
/B/ 0,14 3,60 1,64 5,00 94,4 103,5
T ¥ mikromolach roztozonego p-nitrofenolu w 100 g gleby w ciggu 1 godz.
In n-moles of decomposed p-nitrophenol #n 100 g of soil during 1 hear

byé duza ilo§¢ stosunkowo lekkiego materialu pochodzacego z nie rozltozonych
resztek roé§linnych, wymieszanych z préchnica. Materiat ten niecatkowicie sedymen-
towal podczas kolejnych wirowan.

Fosfor lipidéw w glebach uprawnych nie przekracza 1 mg P na 100 g gleby.
Najwyzsze jego ilo§ci znajdowaly si¢ w powierzchniowych poziomach i malaty wraz
z glebokodcia, osiagajac najnizsza warto$é 0,14 mg w poziomie (B) w glebie brunat-
nej z Zelechlina. Badane gleby brunatne odznaczaja si¢ nizsza zawartoscia tej frakcji
od czarnozieméw le$no-takowych. Otrzymane ilo$ci fosforu tej frakcji sa zblizone
do wynikéw podanych przez Kiowalenke [9] dla badanych przez niego czarno-
zieméw Kanady. W przeprowadzonych badaniach fosfor lipidowy stanowi §rednio
3-49 fosforu organicznego. Gawritowa [6] uznala za odznaczajace si¢ dobra
kultura rolna takie gleby, ktére zawieraja od 4 do 8% lipidowego fosforu organicz-
nego.

Najwiecej fosfolipidéw zawieraja gleby leSne w podpoziomie surowinowym
§cidlek. Fosfor frakcji I w poziomie 4, L gleby rdzawobrunatnej stanowi 20 % fosforu
organicznego, a W bielicy 16 9. Poziomy mineralne gleb le$nych wykazuja réwniez
wyzszy procent tej frakcji od badanych pozioméw w obregbie solum gleb uprawnych.
W badanej bielicy fosfor lipidowy zachowuje ogdlna tendencje spadkowa w profilu
Z wyraznie zarysowanym poziomem iluwialno-humusowym.

Fosfor frakcji II, zwiazany z kwasami fulwowymi, pochodzi gtéwnie z hydrolizy
kwasu rybonukleinowego i wolnych nukleotydéw. Obecno§¢ RNA potwierdza
identyfikacja uracylu (rys. 1) po przeprowadzeniu rozdzialu chromatograficznego
tej frakcji i zbadaniu absorbcji w ultrafiolecie dla otrzymanych eluatéw z wybranych
pozioméw gleb uprawnych i leSnych. W poziomie A4,, uprawnych gleb brunatnych
fosfor organiczny tej frakcji stanowi érednio 46,5% ogdlnej iloéci fosforu organicz-
nego, natomiast w czarnoziemach le$nio-takowych — 35,6 9.
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Tabela 2

Frakcje fosforu organicznego w glebuzch lesnych
Fractions of organic phosphorus in forest soils

a Fosfor frakcji w me/100 g eleby Suma frakedi T e noss

it igggo— Poziom prlg;ilu Phosphorus fraction in mg/100 g of soil zap;zgigze:l; fosfatazyx~

Locality | Horizon Priolgj..le nr frakcji - no. of fraction ?Xl:mchx;vl;r::g:na ?:g:;{!‘:g.:ase

I . I1I 11X iv to P org. in %
Gleba rdzawo-brunatna - Xust-coloured brown soil

%::nicki Ay I 10,80 20,40 15,36 | 10,42 98,2 1553,5
Aop 8,00 14,64 12,22 9,15 91,6 1003,6
Aorh 5,14 13,52 10,82 7,30 96,9 71,1
Ah1 0,84 12,92 5,64 8,72 96,9 522,1
Ah, 2,32 16,44 4,98 8,55 © 94,9 269,5
A iz 14,48 21,96 16,94 8,58 - 92,5 1984,9
Aop 7,80 14,52 11,22 9,30 94,2 1122,2
Aotk 4,96 11,56 §,45 5,83 84,4 610,6
Ah1 1,66 12,04 4,74 5,93 91,9 398,9
Ah, 2,50 14,45 4,00 7,60 93,6 150,9

Bielica - Podsol

gora | Ag T 10,74 16,96 1'?.96 7,48 75,4 1391,8
Ap -8,48 16,48 10,80 8,23 79,7 65}.4
A 3,00 4,84 9,00 7,70 84,7 451,9
Aoy 1,00 4,68 3,10 3,34 86,2 107,8
Ay 0,28 1,68 "0,84 4,84 76,4 7,1
Bh 2,15 19,00 6,98 11,76 102,2 91,8
Byg 2,00 17,50 4,47 5,02 101,77 12,5
. 0,52 5,64 0,92 5,50 100,6 10,7
Aor, II 10,20 16,44 14,46 6,82 T4,3 1122,2
Agp 6,64 8,00 11,20 8,58 83,9 617,5
Aoy 4,32 5,00 7,02 5,85 83,7 397,8
Agp 1,00 5,00 2,10 1,34 86,4 107,8
' 0,28 1,20 0,84 3,30 66,1 8,9
B, 2,30 18,50 7,20 10,00 101,3 96,7
1Byg 1,92 16,00 4,56 4,60 100,3 8,9
By 0,60 6,00 0,48 5,60 93,9 ‘5,3 .

X W mikromolach uwolnionego p-nitrofernolu w 100 g gleby = ciagu 1 godz.
In m-moles of literated p-nitrophenol in 100 g of soil during 1 hour

Préchnica nakladowa gleby rdzawobrunatnej zawiera §rednio wigcej fosforu
frakcji IT — 32,9 %, niz §cidtka bielicy majaca 20,8 % fosforu RNA. Przyczyna tego
moga byé zaréwno nieco wolniej przebiegajace procesy huminifikacji w $§cidlce
bielicy, jak réwniez wigksza ruchliwo$é kwaséw fulwowych przemieszczajacych sie
w gtab profilu. Zawarto$é¢ fosforu frakcji II w poziomach mineralnych gleb lesnych
jest zblizona do ilosci tej frakcji w poziomach préchniczych gleb brunatnych, a nawet
niekiedy ja przekracza, na przyklad w (B,,) bielicy.
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Widmo uracylu zidentyfikowanego we frakcji II, wykonane w pH7
1 — widmo wzorcowe (Ex10), 2, 3, i 4 —widma wybranych préb (Ex102)

Spectrum of uracil which was found in fraction II, at pH7
1 — spectrum of standard (Ex10), 2, 3 and 4 — spectrum of samples (Ex102)

Frakcja III, czyli fosfor pochodzacy gtdwnie z hydrolizy DNA, wystepuje na
og6t w mniejszych ilosciach w poréwnaniu z frakcjg II, zwlaszcza w glebach upraw-
nych. Poziomy préchniczne gleb brunatnych i czarnozieméw lesno-takowych zawie-
raja fosforu frakcji III odpowiednio 15,19 i 10,9 %, natomiast pozicmy podpréchni-
czne — ponizej 109, ogodlnej ilosci fosforu organicznego.

Sciétki gleb lesnych zawieraja w tej frakcji 25 % fosforu organicznego, natomiast
ich poziomy mineralne maja ilosci fosforu podobne do analizowanych pozioméw
préchniczych gleb uprawnych, a mianowicie: gleba rdzawobrunatna — 16,29,
bielica — 13,9 9. Ilo$¢ i procentowa zawarto$é tej frakcji w calkowitej ilosci fosforu
organicznego spada wraz ze wzrostem glebokosci profilu, podobnie jak fosfor po-
przednio oméwionych frakcji I i II. Wzrost iloéci fosforu we frakcji DNA w $ciél-
kach gleb lesnych wywotany jest prawdopodobnie intensywniejszym rozwojem
drobnoustrojéw niz w poziomach mineralnych tych gleb.

Fosfor inozytolowy, stanowiacy frakcje IV powiazana z kwasami huminowymi,
wykazywat tendencje do nagromadzania si¢ w poziomach podpréchniczych w wiek-
szo$ci badanych profiléw gleb uprawnych. Fosfor tej frakcji stanowil w poziomie (B)
gleb brunatnych 49,29, w poziomach 4,/C i (B) czarnozieméw $rednio 51,7%
ogolnej ilosci fosforu organicznego na tych glebokosciach. Natomiast w §ciétkach
gleb lesnych fosfor frakcji IV stanowit okoto 189 fosforu organicznego. W pozio-
mach mineralnych udziat fosforu tej frakcji w fosforze organicznym wynosit 259
w glebach rdzawobrunatnych i 309, w bielicy.

Z rozdziatu chromatograficznego fosforu frakcji IV z pozioméw préchniczych
gleb uprawnych (rys. 2) oraz $cictek i wybranych pozioméw mineralnych gleb les-
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Rys. 2. Profile elucyjne frakcji IV z pozioméw préchniczych gleb uprawnych
A — gleba brunatna wlasciwa, B — czarnoziemy le$no-lagkowe. Na kolumn¢ Dowex 1 (160 X 12 mm) naniesiono:
A—2,4, B—3,7 mg P org.

Elution profiles of fraction IV from humus horizos of arable soils

A — forest-meadow chernozem, B — typical brown soil. Column 160 x 12 mm with Dowex 1. Samples contained:
A—2.4 and B— 3.7 mg P org. were put onto the top of the column

nych (rys. 3) stwierdzono obecno$é¢ nizszych estréw fosforanowych, jak réwniez
pigcio- i szeSciofosforanéw inozytolu. Wyzsze estry fosforanowe inozytolu, ktére
byly wymywane 1,2 M buforem mréwczanym, miaty nastepujacy udziat w ilosci
fosforu tej frakcji: 46 9 w glebie brunatnej, 40,7 % w iluwium bielicy, 30 %, w czarno-
ziemach lesno-takowych, 14,59 w scidlkach le§nych. Gleby uprawne badane przez
McKerchera i Andersona [11] odznaczaly si¢ nieco wyzsza zawarto$cia piecio-
1 sze$ciofosforanéw, a mniejsza ilo$cia nizszych estréw fosforanowych inozytolu.
Aktywno$¢ fosfatazy jest najwyzsza w powierzchniowych poziomach i maleje
wraz ze wzrostem glebokosci. Poziom A4,, gleb brunatnych odznacza si¢ wyzsza
aktywnoScia tego enzymu niz czarnoziem. Najwyzszg aktywnoé¢ oznaczono w solum
czarnoziemu z Szadlowic, gdzie w poziomie 4,/C na glebokoéci 60-70 cm wynosi



P organiczny w glebach uprawnych i lesnych 19

400
300 | =
. e _dzM_ | S
- oy ™ ," E
E o} i 110 §
T gt | y
I S B B ) 5
05 &
437 |- «E’
S
20 E
1 1 . L 1 H 1 1 d i Ey
50 100 50 200 50 300 50 400 50 500 cmd S

I 5%
oo
360+
12M

Z‘G‘U - —_——— e e

~
<
<
!
=
(=)

1)
> o

05

1 . 1 N 1 H o 1
00 30 200 50 300 50 400 50 500 c¢m?®
i 407 %A

Stezenie buforu—Buffer concentration (M)

Rys. 3. Profile elucyjne frakcji IV z bielicy le$nej
A — $ciblka, B— poziom iluwialny. Na kolumn¢ Dowex 1 (160 X 12 mm) naniesiono: 4 — 2,6, B— 3,0 mg P org.
Elution profiles of fraction IV from forest podzolic

A —litter and B — iluvial horizon, Column: 160 X 12 mm with Dowex 1. Samples contained: 4 — 2.6 and B— 3.0mgPorg
were put onto the top of the column

ona 158,1 uM p-nitrofenolu na 100 g gleby na 1 godzing. Gleby leSne brunatne wy-
rézniaja si¢ wyzsza aktywnoécia fosfatazy od bielicy zaréwno w §cidtkach, jak i w
poziomach mineralnych.

PODSUMOWANIE

Iloéciowe rozmieszczenie zwiazkdw fosforoorganicznych zalezy od intensywnosci
zachodzacych przemian i od stopnia mineralizacji.

Wedlug Gawritowej [6] dobrym wskaznikiem przemian substancji organicznej
jest aktywno$¢ fosfotazy. W poszczegSlnych poziomach badanych gleb (tab. 11 2)
aktywno§¢ tego enzymu jest zgodna z wystgpowaniem materii organicznej gleb.
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Nie stwierdzono znaczacych réznic w aktywnosci fosfatazy dla badanych czarnozie-
méw lesno-takowych wiasciwych i zbrunatniatych. W glebach lesnych enzym ten
jest najaktywniejszy w poziomie surowinowym S$ciétki i osiaga znacznie wyzsze
warto$ci niz w poziomach préchnicznych gleb uprawnych. Wysoka aktywno$é
w $cidlce gleby rdzawobrunatnej sugeruje, iz przemiany znajdujacych si¢ tu zwia-
zkéw organicznych fosforu sa intensywniejsze niz w $cidlce bielicy.

Wspolczynniki korelacji miedzy aktywnoécia fosfatazy a ilo$cia fosforu organicz-
nego w otrzymanych frakcjach dowodza istotnej zaleznosci obu czynnikéw (tab. 3).

Tadbela 3

Wspdékczynnik korelacji miedzy aktywroicia fosfatazy a fosforem organicznym
poszczegdlnych frakeji i pH

Correlation coefficients bectween phouphatase activity and organic phosphorus

fraction ard. pH

Ixf Iy/ Gleby uprawne Sciéxka gleb lesnych
Lrable soils Forest ©oil litter
Fosfotaza </ S E
Phosphotase pii/H0 -0,5%6 0,793 **
Fosfotaza frakeja I 0,158 0,876"7
Phosphotase fraction
Fosfotaza frakeja I 0,524"% 0,508
Phosphotase fraction
Fosfotaza frakeja III 0,588 " 0,859"*
Fhosphotase fraction
Fosfotaza frakcia IV 0,257~ 0,376~
Phosphotase fractiorn
r= 36 n= 12
x - zmienna niezalezna — independent variable
¥ -~ zmienna zaleZna - dependent varioble
n - liczba danych - number of data

Wysoko istotna korelacja wydzielonej frakcji II i III, wystgpujaca zaréwno
w jednym, jak i drugim przypadku, potwierdza, ze zawarte s3 w nich zwiazki tatwo
dostepne dla badanego enzymu. Zachodzi tu wyrazna zalezno$¢ migdzy st¢zeniem
substratu a aktywno$cia enzymatyczng. W podobny sposéb w stosunku do enzymu
zachowuje si¢ fosfor frakcji I badanych $cidtek, natomiast niewielka ilo§¢ fosfolipi-
déw w badanych glebach uprawnych jest prawdopodobnie w tym przypadku przy-
czyna nieistotnej korelacji. Bardzo niskie i ujemne wartosci wspdtczynnikéw kore-
lacji dla wyizolowanej frakcji IV sugeruja, ze wystgpujace tu potaczenia fosforanowe
nie sa dostepne dla tego enzymu, ktérego aktywnos$é byla okreslona na podstawie
intensywnosci rozkladu fosforanu-p-nitrofenolu jako substratu. Przyczyng tego
moze byé utrudniony dostep do grup fosforanowych zwigzkow tej frakcji, ktére
polaczone sa kompleksowo z kwasami huminowymi. Poza tym duza ilo$¢ tych
kwaséw w frakcji IV mogla powodowaé réwniez czesciowa inhibicje fosfatazy i ob-
nizanie w efekcie jej wynikéw.

Z wysoko istotnej korelacji miedzy warto$cia pH a aktywnoscia fosfatazy potwier-
dza si¢ wplyw stezenia jonéw wodorowych na trwato§¢ rozpatrywanych tu organicz-
nych zwigzkéw fosforu. Na podstawie oméwionych zaleznosci mozna sadzi€, ze
w badanych glebach w sprzyjajacych okoliczno$ciach, tzn. przy powstaniu odpo-
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wiednich warunkéw dla przebiegu reakcji enzymatycznych, wystepujace w poszcze-
gdlnych frakcjach potaczenia fosforanowe moga byé rozszczepiane w drodze enzy-
matycznej.

WNIOSKI

Po przeprowadzeniu analizy ilosci fosforu organicznego oznaczomego w posz-
czegdlnych frakcjach mozna przedstawi¢ nastepujace stwierdzenia koricowe.

1. W glebach uprawnych wiecej fosforu organicznego wystepuje we frakcji IV
odpowiadajacej kwasom huminowym, natomiast w glebach lesnych dominuje fos-
for frakcji II, ktora odpowiada kwasom fulwowym.

2. Inozytolowy fosfor organiczny frakcji IV wykazuje tendencje do gromadzenia
sie w glebszych poziomach genetycznych: (B), 4,/C, By, Ay.

3. Fosfor organiczny frakcji I, II, III wystepuje w ilosciach zblizonych w pozio-
mach préchniczych gleb uprawnych i poziomach mineralnych gleb lesnych. Nie-
kiedy gleby rdzawobrunatne i bielice, a w szczegdlnosci ich sciéiki, odznaczaja sie
wyzsza zawarto$cig fosforu tych frakcji.

4. Fosfor organiczny frakcji Il i I1I gleb uprawnych oraz frakcji I, II i III §ciétek
gleb lesnych wykazuje istotna zalezno$é z aktywnoscia fosfatazy. Swiadczyé to moze
o tym, Ze wystepujace tam zwigzki organiczne fosforu sa dobrym substratem dla
tego enzymu.

5. Polgczenie metod Schmidta-Thanhausera oraz McKerchera i Andersona
pozwala na ilo$ciowe frakcjonowanie fosforu organicznego glebowych fosfolipidéw,
kwaséw nukleinowych i fosforanéw inozytolowych.
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I. JKECHOBEVKA-CYJINMEPCKA, B. LIECJIA. 51, KOIIEP

MICCIIEAOBAHUA TIOYBEHHOI'O OPTAHMYECKOI'O ®OCPOPA
Y. II. OPTAHUYECKUI ®OCOPOP U Er0 ®PAKIIMM B HEKOTOPBIX ITAXOTHAIX
Y JIECHBIX TTOYBAX

Otoen Gmoxummu, OTHEN MOYBEBENCHHUS
CebCKOXO3AMCTBEHAON akaJeMun B Briaroiue

Pe3romMme

Hcnomb3osamu Meroasl IlIMunra-Tanxaysepa, a Taxxe Max Kepuyepa u AHAepcoHa [iist Bbl™
JIeNeHUsl OPraHMYeCKUX coemdaHenmii ¢ochopa B BHIODAHHBIX ITaXOTHBIX M JIECHBIX II0¥BaX. Cpas-
HHBAJM KOJIMYECTBO M pacupeesieHde B coinyMme IoYyB docdhopa CBA3AHHOIO C JIAIMAAMHA, puGo-
M Je30KCHPHOOHYKIIEHHOBBIMIA KHCITOTaMA ¥ MHo3uToneM. Conepxanye pochopa OnpeneneRHoro
B OTACIBHBIX (PAKUHAAX M €ro pacnpenesieHne B COJIyMe IOYB GBIIO OOYCIIOBJIEHO THIIOM IOYBBI
M COOTBETCTBOBAJIO HANPABJIEHHIO NPOMCXOIAIUX B HHX IOYBOOOpa3oBaTENHHBIX IPOLIECCOB.
TIOYBB! JIETKOTO MEXAHMYECKOTO COCTaBa XapaKTepH30BAMCH BBICILMM COLEPXAHMEM (pakuvu
CBA3aHHOM C (YILBOKMCIIOTAMHE, TOTJa KaK IaXOTHBIE MOYBBI OblM Gorave dochopoM dpaxiu
TYMMHOBBIX KMCJIOT. AKTUBHOCTb (hochaTashl MOKas3blBajla CYHIECTBEHHYIO CBA3b C KOJAYCCTBOM
¢dochopa dpaxkuyy JUIMIOB M HYKIECHHOBBIX KMCIOT, T.6. ¢pakumu I, IT u III.

G. RZESNIOWIECKA-SULIMIERSKA, W. CIESLA, J. KOPER

STUDY ON ORGANIC PHOSPHORUS OF SOIL
PART II. ORGANIC PHOSPHORUS AND ITS FRACTIONS IN SOME ARABLE AND
FOREST SOILS

Department of Biochemistry,
Department of Soil Science,
Agricultural University in Bydgoszcz

Summary

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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