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Charakterystyka wtasciwosci kwasow huminowych wydzielonych
z gleby inkubowanej 7 dodatkiem materiatu roslinnego

Characterization of humic acids properties exudated from the incubated soil
with an addition of plant material

ABSTRACT. Biological processes affecting soil fertility and productivity in land ecosystems are
mainly based on transformations of organic matter, both native one and that introduced with post-
harvest plant residues and animal decomposition. Therefore, the objective of the study, was to
determine fundamental physico-chemical parameters of humic acids developed over the decompo-
sition of plant residues in soil, both under aerobic and anaerobic conditions. The investigations
were carried out in pots under laboratory conditions. The soil originated from a field not used for
agricultural production. The samples were taken from three depths 0—10 cm, 10-20 cm and 20-30
cm and then separated to two parts, A and B. The A samples were supplemented with plant mate-
rial at the ratio 50:1, mixed thoroughly and incubated. After that the samples were assayed for
basic physico-chemical parameters. Humic acids isolated from those samples were assayed for
elemental composition, susceptibility to oxidation with 1.5% H,0, and optical properties of 0.02%
solutions in 0.1 mol NaOH at the ranges: 400 nm, 464 nm, 600 nm and 664 nm.

KEY WORDS: differentiated oxygen conditions, humic acids properties.

Procesy biologiczne, ksztattujace zyznos$¢ i urodzajnos$¢ gleb w ekosyste-
mach ladowych, opieraja si¢ gléwnie na transformacji materii organicznej, ro-
dzimej oraz wprowadzonej w resztkach roslinnych i zwierzgcych. Przemiany
resztek roslinnych w glebie, ich proces humifikacji oraz wtasciwosci powstatych
substancji humusowych sg wynikiem ztozonych proceséw chemicznych i bio-
chemicznych. Ocenia sig, ze 80-90% proceséw metabolicznych decydujacych
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o procesach humifikacji i dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych jest przepro-
wadzanych przez mikroorganizmy glebowe [Myskéw 1981; Smyk 1984; Smyk
1985; Badura 1991].

W agrocenozach na procesy rozktadu i humifikacji, oprécz szeregu czynni-
kéw przyrodniczych (pogoda, typ i wlasciwosci gleby itp.), wptyw maja réwniez
czynniki agrotechniczne (uprawa gleby, nawozenie, plodozmian i inne)
[Myskéw 1981; Barabasz, Smyk 1997]. Czynniki te oddziatuja na mikroflorg
oraz mikrofaung glebowa, a przez to w sposob posredni na procesy rozktadu i
humifikacji resztek roslinnych [Myskéw i in. 1986]. Dlatego celem podjetych
badan bylto okreslenie podstawowych parametréw fizyko-chemicznych kwasow
huminowych powstatych po rozktadzie resztek roslinnych w glebie w warun-
kach zréznicowanego dostgpu tlenu.

METODY

Badania przeprowadzono opierajac si¢ na laboratoryjnych do§wiadczeniach
wazonowych z materiatem glebowym, ktéry pobrano z ugoru na glebie ptowe;.
Probki glebowe wzigto z trzech gigbokosci: 0-10 cm, 10-20 cm i 20-30 cm i
rozdzielono na dwie czgséci A i B. Probki glebowe oznaczone jako A wzbogaco-
no o materiat ro§linny w proporcji 50:1 i doktadnie wymieszano. Uzytym mate-
rialem ros§linnym byla drobno zmielona mieszanka traw. Oto podstawowe wla-
$ciwosci chemiczne materiatu roslinnego:

C (g/kg) N (g/kg) P (g/kg) C:N C:P PHi:o pHka
291,9 10,2 0,68 28,6 429,3 5,52 4,97

Prébami glebowymi (po ok. 1 kg) napetniono kolejne pierscienie z PCV o
wysoko$ci 10 cm i $rednicy 12 cm. Dolny pierscien oznaczony symbolami A;
napelniono prébkami glebowymi pobranymi z gtgbokosci 20-30 cm, $rodkowy
pierécien A, napelniono materialem pobranym z glgbokosci 10-20 cm, a goérny
pierscien A, napelniono materialem pobranym z gtebokosci 0—10 cm. Natomiast
materialu glebowego oznaczonego jako B nie wzbogacono w materiat ro$linny
(obiekt kontrolny). Napetniono nim w sposéb analogiczny pierscienie z PCV,
oznaczone jako: dolny Bs, srodkowy B, i gérny B,. Tak przygotowane pierscie-
nie umieszczono w krystalizatorach, napetnionych woda do wysokosci 2 cm. W
czasie trwania inkubacji co 2-3 dni sprawdzano ilo$¢ wody, aby utrzymac jej
staty poziom. Inkubacje prowadzono przez 120 dni w temperaturze 24°C przy
wilgotnosci powietrza w termostacie 60%. Do$wiadczenie wykonano w trzech
powtodrzeniach. Po zakonczeniu inkubacji z materiatu glebowego przygotowano
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proby zbiorcze (usrednione). W badanym materiale glebowym oznaczono pod-
stawowe parametry fizykochemiczne: zawarto$¢ wegla organicznego (C,,) au-
toanalizatorem TOC/IC firmy Skalar, azotu ogétem (N;) metoda Kjeldahla, kwa-
sowos$¢ czynng (pHp.o0) 1 kwasowos¢ wymienna (pHgcy).

Pozyskany materiat glebowy stanowit zrédto kwaséw huminowych. Kwasy
te izolowano metodg Schnitzera i Skinnera [1968]. W otrzymanych preparatach
kwaséw huminowych (KH) oznaczono: sktad pierwiastkowy autoanalizatorem
CHN Perkin-Elmer, podatno$¢ na utlenianie 1,5% H,0, [Gonet 1989] oraz wta-
sciwosci optyczne 0,02% roztworéw KH w 0,1 molowym NaOH w zakresie
400 nm, 464 nm, 600 nm i 664 nm (spektrofotometrem UV-VIS Perkin-Elmer).

WYNIKI

Resztki roslinne wprowadzone do materiatu glebowego ulegaja procesom
rozktadu, humifikacji i mineralizacji, wywierajac przez to okreslony wptyw na
zawarto$¢ prochnicy. Tak wigc moga prowadzi¢ do utrzymania réwnowagi bi-
lansowej materii organicznej badz tez do jej naruszenia. Po 120 dniach inkubacji
materiatu glebowego z resztkami roslinnymi (A) i bez nich (B) okreslono podsta-
wowe parametry fizykochemiczne (tab. 1). Probki wariantu A zawieraly wigcej
wegla (Cor) 1 azotu (Ny) niz prébki wariantu B (bez resztek roslinnych). Jednak
system podsigkowego nawadniania inkubowanego materiatu glebowego wytwo-
rzyt swoisty gradient. Material glebowy w dolnych pierScieniach zawierat mniej
Core 1 N; niz material glebowy w gérnych pierscieniach. Odwrotnie przedstawiat
si¢ gradient pH i kwasowosci hydrolitycznej (tab. 1). Poniewaz gtéwnym celem
zalozonego do$wiadczenia inkubacyjnego bylo okreslenie wiasciwosci kwaséw
huminowych powstatych w procesie rozktadu resztek roslinnych w warunkach
tlenowych i ograniczonego dostepu tlenu, nie badano ubytku masy substratow.

Tabela 1. Podstawowe parametry fizykochemiczne materiatu glebowego
inkubowanego z materialem ro$linnym i bez materiatu ro$linnego
Table 1. Basic physico-chemical parameters of soil material incubated with plant material

Kombinacja PHre0 pHkal Core (g/kg) N; (g/kg) Corg:N;

Combination
A 6,63 6,40 2,12 0,18 11,8
A, 7,18 6,98 1,88 0,16 11,7
Aj 7,50 7,15 1,74 0,14 12,4
B, 6,47 6,14 1,82 0,14 13,0
B, 6,76 6,32 1,48 0,12 12,3
B; 7,29 6,70 1,18 0,10 11,8
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Tabela 2. Sktad pierwiastkowy oraz wartosci stosunkéw atomowych
i stopien utlenienia wewngtrznego (®) kwaséw huminowych
Table 2. Elemental composition, atomic ratios and internal oxidation degree (®) of humic acids

Kombinacja C H N (¢} H/C O/H o/C N/C ®

Combination
A 33,16 | 44,17 | 2,80 | 19,87 1,33 0,45 0,60 0,08 | 0,120
A, 33,51 | 4485 | 2,83 18,81 1,34 0,42 0,56 0,08 | 0,038
As 33,66 | 44,79 | 2,76 | 18,79 | 1,33 0,42 0,56 0,08 | 0,032
B, 3422 | 4323 | 2,71 | 20,38 1,26 0,47 0,59 0,08 | 0,165
B, 35,06 | 43,04 | 2,64 | 1926 | 1,23 0,45 0,55 0,08 | 0,097
B; 3434 | 4396 | 2,60 | 19,12 | 1,28 0,43 0,56 0,08 | 0,061

Jednym z podstawowych parametréw charakteryzujacych kwasy huminowe
jest ich sktad pierwiastkowy, ktéry mozna wykorzysta¢ do identyfikacji oraz
wnioskowaé o ich budowie. Wyniki analiz sktadu pierwiastkowego wyseparo-
wanych kwaséw huminowych przedstawiono w tabeli 2. Na podstawie tych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze procentowy udziat C, N i H byt podobny w ana-
lizowanych kwasach huminowych. Nawet wzbogacenie materiatu glebowego
resztkami roslinnymi nie spowodowato znaczacych zmian w sktadzie pierwiast-
kowym wyseparowanych kwaséw huminowych. Resztki roslinne stanowia nie-
watpliwie dodatkowe Zrédto azotu w procesie humifikacji, jednak nie znalazto to
odzwierciedlenia w zawarto$ci tego pierwiastka w badanych kwasach humino-
wych. Aleksandrowa [1980] i Sotakova [1982] podkreslaja, Zze proces humifika-
cji resztek roslinnych bogatych w azot nie wzbogaca znaczaco powstatych kwa-
s6w huminowych w ten pierwiastek. Proces humifikacji jest w réwnowadze z
procesami rozktadu i mineralizacji. Dlatego wprowadzenie dodatkowej materii
organicznej przyspiesza te procesy, a nie zmienia ich charakteru.

Na podstawie sktadu pierwiastkowego obliczono wartosci stosunkéw H/C,
O/H, O/C i N/C oraz stopien utlenienia wewngtrznego ® (tab. 2). Stosunek H/C
okresla aromatyczno$¢ kwaséw huminowych. Wedlug Kononowej [1968]
zmniejszanie si¢ wartosci tego stosunku w czasie humifikacji $wiadczy o wzra-
stajacej aromatyzacji substancji humusowych. Van Krevelen [1950] podaje, ze
warto$¢ stosunku H/C miedzy 0.7 a 1.5 odpowiada uktadom aromatycznym
sprz¢zonym z tancuchami alifatycznymi (do 10 atoméw C). Na tej podstawie
mozna stwierdzi¢, ze badane kwasy huminowe charakteryzuje $redni udziat
struktur aromatycznych. W kwasach humusowych wyseparowanych z materiatu
glebowego A i B wartosci stosunkéw H/C wahaty si¢ od 1,23 do 1,34.

Proces humifikacji resztek roslinnych jest §cisle powiazany ze wzrostem za-
wartosci tlenu i spadkiem zawartosci wodoru [Kononowa 1968; Sotakova 1982;
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Gonach i in. 1978]. Zmianom tym towarzysza na ogdt zmiany wartosci stosun-
kéw atomowych O/H i O/C. Im wyzsza jest warto§¢ stosunku O/H, tym wigkszy
stopien humifikacji czasteczek kwaséw huminowych [Ortow 1974; Gonach i in.
1978]. Warto$¢ tego stosunku w czasteczkach kwaséw huminowych izolowa-
nych z materialu glebowego inkubowanego bez resztek roslinnych byla nie-
znacznie wyzsza niz w kwasach huminowych izolowanych z materiatu glebo-
wego inkubowanego z resztkami ro$linnymi (tab. 2). Warto$¢ stosunku O/C jest
wskaznikiem ich stopnia utlenienia [Ortow 1974]. Wartosci stosunkéw O/C
w badanych kwasach huminowych byla podobna dla kwaséw izolowanych
z materiatu glebowego inkubowanego z resztkami roslinnymi i bez tych resztek
(tab. 2). Dlatego stuszna wydaje si¢ hipoteza Ortowa [1974], Ze bardziej obiek-
tywnym wskaznikiem stopnia utlenienia wewngtrznego czasteczek kwaséw hu-
minowych jest warto$¢ ®. Stopien utlenienia wewngtrznego obliczono na pod-
stawie wzoru ® = [(20+3N)-H]/C [Zdanow 1965]. Wzér ten uwzglednia zaréw-
no potaczenia wegla z wodorem, jak i wegla z azotem oraz wegla z tlenem. Na
podstawie uzyskanych wartos$ci stopnia utlenienia wewngtrznego mozna stwier-
dzi¢, ze byt on najwigkszy w gérnych pierscieniach (A; 1 B,), a najmniejszy w
dolnych (A; i Bj;) (tab. 2). W dolnych pier$cieniach (o ograniczonym dostgpie
tlenu) przewazaty procesy anaerobowe. W tych warunkach procesy mineralizacji
(zachodzace w warunkach tlenowych) ulegaty zahamowaniu. Natomiast procesy
rozktadu i humifikacji zachodzily dalej, mimo $rodowiska anaerobowego. Pro-
wadzilo to do powstania kwaséw huminowych bogatych w zwiazki alifatyczne
o niskim stopniu utlenienia.

Wprowadzenie resztek roslinnych do materiatu glebowego wptywato réwniez na
wartosci @ dla izolowanych kwaséw huminowych. Resztki roslinne w procesie
humifikacji przyczyniaty si¢ do powstania ,,mtodych kwaséw huminowych”. W
materiale glebowym inkubowanym bez resztek roslinnych mikrobiologiczne proce-
sy rozkladu i mineralizacji materii organicznej prowadzity do ubytku wielu zwiaz-
kéw alifatycznych. W konsekwencji kwasy huminowe izolowane z tego materiatu
wykazywaly wyzszy stopien utlenienia wewngtrznego (tab. 2).

Ggsto$¢ optyczna substancji humusowych zalezy od ich budowy chemiczne;.
Przyjmuje sig, ze warto§¢ absorbancji przy dtugosci fali 400-464 nm okresla
zawarto$¢ substancji w poczatkowym stadium humifikacji, natomiast warto$¢
absorbancji przy 600664 nm okresla zawarto$¢ substancji w koncowym sta-
dium humifikacji. Ze wzrostem skondensowania jadra aromatycznego czaste-
czek oraz ze wzrostem ich masy czasteczkowej wzrasta ggsto$¢ optyczna, a ma-
leje warto$¢ stosunku Ayes:Ages [Gonet 1989].Gestosci optyczne alkalicznych
roztworéw badanych kwaséw huminowych wyrazone wartosciami absorbancji
oraz wartosci stosunkow Ayes:Agss 1 AlogK przedstawiono w tabeli 3.
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Wyzszymi wartosciami stosunkéw Aggy:Agss cechowaly si¢ kwasy huminowe
izolowane z materialu glebowego inkubowanego z resztkami ro$linnymi. Wska-
zuje to na mniejszy ich stopien humifikacji niz kwasé6w huminowych izolowa-
nych z materialu glebowego inkubowanego bez resztek roslinnych. Zréznicowa-
ne byly réwniez wartosci Ayes:Ages dla kwaséw huminowych izolowanych z
materialu glebowego inkubowanego w poszczegélnych pierscieniach. Materiat
glebowy inkubowany w dolnych pierscieniach zawieral kwasy huminowe o
wyzszych warto$ciach stosunkOw Aygs:Agss (tab. 3).

Tabela 3. Parametry spektrofotometryczne kwaséw huminowych
Table 3. Optical properties of humic acids

Kombinacja Agoo Agoo AlogK Ages Agea Aysa:Assa

Combination
Ay 0,835 0,170 0,69 0,487 0,105 4,64
A, 0,794 0,167 0,68 0,435 0,086 5,06
Aj 0,813 0,148 0,74 0,418 0,082 5,10
B, 0,746 0,136 0,70 0,360 0,076 4,74
B, 0,775 0,144 0,80 0,398 0,083 4,80
B; 0,765 0,175 0,64 0,389 0,079 4,92

Kumada [1975] zaawansowanie procesu humifikacji wiaze z wartoscia
wspoélczynnika AlogK. Podzielil on kwasy huminowe na trzy podstawowe typy:
typ A — do ktérego zaliczyl kwasy huminowe o wysokim stopniu humifikacji,
kiedy AlogK osiaga warto$¢ do 0,6, typ B — do ktérego zaliczyl kwasy humino-
we 0 §rednim stopniu humifikacji, kiedy wartosci AlogK wynosza od 0,6 do 0,8 i
typ R — do ktérego zaliczyt kwasy o matym stopniu humifikacji, kiedy AlogK
przyjmuje wartosci od 0,8 do 1,1. Uzyskane w niniejszej pracy wartosci AlogK
(réznicy logarytméw absorbancji przy dlugosciach fal 400 nm i 600 nm) przed-
stawiono w tabeli 3. Na podstawie tych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wspot-
czynniki AlogK obliczone dla wszystkich badanych kwaséw huminowych mie-
Scily si¢ w przedziale od 0,6 do 0,8, byty wigc kwasami typu B o $rednim stop-
niu humifikacji.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze bardziej podatna na utlenianie jest ali-
fatyczna cze$¢ kwaséw huminowych, a ich czg¢$¢ aromatyczna jest bardziej
oporna. Zmiany wlasciwosci optycznych kwaséw huminowych pod wplywem
utleniania moga by¢ spowodowane zmniejszeniem ich masy, catkowitym utle-
nieniem, zmianami ilo§ciowymi i jako$ciowymi tlenowych grup funkcyjnych, a
takze selektywnym utlenianiem elementéw struktur alifatycznych i aromatycz-
nych [Ortow 1974; Gonet 1989]. Okreslenie podatnosci na utlenianie analizo-
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Tabela 4. Parametry spektrofotometryczne kwaséw huminowych przed i po ich utlenieniu
Table 4. Optical properties of humic acids after their oxidation

é( (;) ;1&1;;(;]01 Ases A% Agos A4 AAygy | AA%ge A%
A 0,206 0,073 0,037 0,013 64,56 64,87 1,00
A, 0,227 0,092 0,055 0,039 59,47 29,09 2,04
A; 0,218 0,061 0,028 0,022 72,02 21,49 3,35
B, 0,195 0,056 0,038 0,013 71,28 65,79 1,08
B, 0,186 0,052 0,026 0,016 72,04 38,46 1,87
B; 0,180 0,045 0,042 0,031 75,00 26,19 2,86

wanych kwaséw huminowych jest jeszcze jednym dowodem wskazujacym na
zréznicowanie, ktére wynika z warunkéw ich powstawania. Kwasy huminowe
izolowane z materiatu glebowego inkubowanego w dolnych pierscieniach (A; i
B;) sa bardziej podatne na utlenianie (tab. 4). Wprowadzenie resztek roslinnych
do materiatu glebowego prowadzito do powstania kwaséw huminowych bardziej
podatnych na utlenianie. Wigksza opornos¢ na utlenianie wykazaty kwasy hu-
minowe izolowane z materiatu glebowego inkubowanego bez resztek roslinnych
(tab. 4). Uzyskane wyniki potwierdzaja sugerowana przez Goneta [1989] zalez-
no$¢ podatnos$ci na utlenianie kwaséw huminowych od wprowadzonych do gle-
by resztek roslinnych.

WNIOSKI

1. Na podstawie analizy sktadu pierwiastkowego badanych kwaséw humi-
nowych mozna stwierdzi¢, ze procentowy udzial C, N i H jest podobny, a
czynnikiem réznicujacym te kwasy jest zawarto$¢ tlenu.

2. Warto$ci stosunkéw H/C, O/H, O/C, N/C oraz stopien utlenienia we-
wnetrznego 1 podatnos$¢ na utlenianie H,O, wskazuja na wyzszy stopien humifi-
kacji i na wigkszy udziatu struktur aromatycznych w kwasach huminowych izo-
lowanych z materiatu glebowego inkubowanego w gornych pierscieniach niz w
dolnych.

3. Parametry spektrofotometryczne badanych kwaséw huminowych, wyrazo-
ne warto$ciami AlogK, wskazuja na $redni stopien ich humifikacji.
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