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CZESC TEORETYCZNA

Gleba jest zewnetrzng warstwa skorupy ziemskiej, ktora stanowi
uklad mineralnych i organicznych substancji, powietrza, wody
oraz organizmoéw w niej bytujacych. Zroédlem substancji mine-
ralnej jest skala macierzysta, a substancji organicznej — martwe
szczatki roélin i zwierzat oraz mikroorganizméw. Martwa ma-
teria organiczna, ktora podlega rozkladowi, to prochnica (hu-
mus). Gtéwne frakcje prochnicy stanowia kwasy huminowe
(20-50%), odpowiadajace za stabilizacje sktadnikdéw pokarmo-
wych w powierzchniowych warstwach gleby. W sklad substan-
¢ji mineralnej wchodzg czastki o roznych wymiarach, takie jak:
kamienie, zwir, piasek, il i glina. Oba te rodzaje substancji two-
rza faze stala gleby. Faza stala gleby jest zrodlem skladnikow
pokarmowych dla roélin. Miedzy czasteczkami fazy stalej gleby
sq wolne przestrzenie wypelnione woda i powietrzem, ktore sta-
nowia odpowiednio faze ciekla i gazowa gleby. Woda wraz z roz-
puszczonymi w niej substancjami mineralnymi i organicznymi
tworzy roztwor glebowy i posredniczy w transporcie sklad-
nikdéw pokarmowych do korzeni. Gtéwna funkcja fazy gazowej
gleby (mieszanina gazow i pary wodnej) jest dostarczanie tlenu
organizmom glebowym.

Roslina pobiera tylko jony soli mineralnych rozpuszczal-
nych w wodzie, ktére sa tatwo wymywane z fazy stalej gleby
przez wode grawitacyjna. Jony tych soli staja sie niedostepne
dla roslin, gdy wraz z wodg zostana przeniesione w glebsze war-
stwy gleby. Temu niekorzystnemu zjawisku przeciwdziata obec-
no$¢ koloidowych czastek glebowych. O zyznosci gleby decyduje
iloé¢ czastek koloidowych, ktore adsorbuja na swojej powierzchni
jony soli mineralnych. Koloidy glebowe to kompleksy pomie-
dzy ilem, gling a substancja organiczna. Koloidy glebowe cha-
rakteryzuja sie duza powierzchnia w stosunku do swojej masy
i ladunkiem elektrycznym, najczesciej ujemnym. Wszystkie
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koloidy glebowe tworza system wiazacy jony, zwany komplek-
sem sorpcyjnym gleby. Roéliny pobieraja jony z powierzchni
koloidéw na zasadzie adsorpcji wymiennej. Korzenie wydzielaja
kationy wodoru, ktére wymieniaja na kationy potrzebne roslinie,
np.: wapniowe, potasowe, magnezowe, badz wydzielaja aniony
HCO,", ktére wymieniaja na NO,", H,PO," i inne.

W zalezno$ci od rodzaju kationéw wysycajacych koloidy gle-
bowe ksztaltuje sie odczyn gleby, bedacy kolejnym wskazni-
kiem zyznoSci gleby. Rozpuszczalno$é i dostepnosé dla roslin
wielu zwigzkéw mineralnych zalezy od odczynu gleby (pH).

Poza solami mineralnymi gleba jest réwniez Zrodtem wody
dla roélin. Wyréznia sie kilka form wody w glebie: woda che-
micznie zwiazana, higroskopowa, kapilarna, grawitacyjna, grun-
towa, w postaci pary wodnej. Dla roélin dostepna jest woda
kapilarna, czyli ta, ktéra wypelnia kapilary gleby i dzieki dzia-
laniu sil napiecia powierzchniowego podnosi sie/podsigka ponad
zwierciadlo wody gruntowe;j. Po obfitych opadach dostepna dla
ro$lin jest rowniez woda gruntowa.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zapoznanie z tréjfazowq budowq gleby, rodzajami wody wystepujqgcej w glebie,
udziatem organizmdéw w procesie tworzenia préchnicy, metodami oznaczania
odczynu gleby, a takze przyczynami naturalnego zakwaszania gleb oraz
czynnikami decydujgcymi o Zyznosci gleby.

Doswiadczenie |
Oznaczanie zawartosci kwasu huminowego metodq Edena

Zasada metody

Kwasy huminowe, nalezace do gtownej frakcji zwiazkoéw proch-
nicznych, sa nierozpuszczalne w wodzie, natomiast tworza roz-
puszczalne sole z jonami jednowarto$ciowymi. Dzieki temu
ekstrahuje sie je z prochnicy za pomoca alkalicznych rozpusz-
czalnikow, np. NaOH.
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Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa

Odczynniki
0,2 M HCI, 12,5 M NaOH, woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

3 kolby Erlenmeyera 100 cm?, 3 zlewki 100 cm?, 3 cylindry
100 cm?, 3 lejki, 3 probdwki, statyw na probéwki, 3 saczki bi-
bulowe, spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne, lopatka,
waga laboratoryjna

Wykonanie doswiadczenia

Odwazy¢ po 1 g z kazdego rodzaju gleby i przenies¢ (osobno) do
zlewek, do kazdej zlewki dodac¢ 20 cm?® 0,2 M HCI w celu pozbycia
sie zasad i uzyskania wolnych kwas6w huminowych. Po 30 minu-
tach glebe przesaczy¢ i przemy¢ dwiema porcjami wody destylo-
wanej (2 x 25 cm?), aby wyplukaé kwas solny. Ptyn nadosadowy
odla¢, a przemyta glebe przeniesé lopatka do kolby Erlenmeyera.
Dodaé 6 cm?50% NaOH, wymieszac i uzupelic¢ woda destylowana
do 25 cm?®. Kolby z tak przygotowanymi réznymi rodzajami gleby
wstawi¢ do wrzacej lazni wodnej na 10 minut. Nastepnie schlo-
dzi¢ je pod biezaca woda, przesaczyé roztwory i o ile bedzie taka
potrzeba, rozcienczy¢ tak, aby w klarownym supernatancie ozna-
czy¢ warto$c¢ absorbancji w kuwetach spektrofotometrycznych przy
dlugosci fali 420 nm. Miara zawarto$ci kwas6w huminowych dla
kazdej z badanych gleb bedzie zmierzona warto$é absorbancji.

Opracowanie wynikéw

Na podstawie wielko$ci absorbancji okreslié¢, ktora gleba charak-
teryzuje sie duza zawarto$cia kwaso6w huminowych i dlaczego.

Doswiadczenie Il
Odczyn gleby

Zasada metody

Odczyn gleby stanowi informacje o zakwaszeniu gleby i oznacza
wzajemny stosunek joné6w wodorowych do wodorotlenowych,
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okreslany skréotem pH. Pomiar pH gleby polega na przeprowa-
dzeniu jonéw wodorowych z kompleksu sorpcyjnego do roztworu
glebowego przy uzyciu siarczanu baru. Kationy tej soli wypieraja
z kompleksu sorpcyjnego jony H* i A1, dzieki czemu mozliwe
jest zmierzenie potencjalnej kwasowosci gleby (istotnej do celow
rolniczych).

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa

Odczynniki

BaSO, w postaci proszku

Sprzet laboratoryjny

statyw na probowki, 3 probowki, linijka, wskaznik pH (papierki
wskaznikowe), lopatka

Wykonanie doswiadczenia

Przygotowac 3 suche probéwki i na dnie kazdej umiesci¢ war-
stwe BaSO, o grubosci 1 cm. Nastepnie nanie$¢ warstwe gleby
(do kazdej probowki inny rodzaj gleby) o grubosci 3 cm i dopel-
ni¢ woda destylowang na wysoko$¢ 9 cm. Nastepnie zawarto§é
probowek doktadnie wymieszaé i odstawic¢ na 30 minut. Po tym
czasie w plynie nadosadowym oznaczy¢ warto$¢ pH za pomoca
papierkow wskaznikowych. Na podstawie warto$ci pH okre$li¢
odczyn gleby.

Doswiadczenie Il
Oznaczanie pojemnosci wodnej gleby

Zasada metody

Glebe mozna scharakteryzowac poprzez okreslenie pojemnosci
wodnej gleby, ktéra stanowi informacje o tym, jaka ilo§¢ wody
gleba jest w stanie zatrzymac po maksymalnym nawodnieniu
i splynieciu wody grawitacyjne;j.

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa
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Odczynniki

woda destylowana lub wodociagowa

Sprzet laboratoryjny

3 cylindry miarowe 100 cm?3, 3 lejki, 3 saczki bibulowe, lopatka,
waga laboratoryjna

Wykonanie doswiadczenia

Na lejki natozy¢ saczki bibulowe i wsypac po 10 g gleby — do kazde-
go lejka inny rodzaj gleby. Lejki ustawié¢ na cylindrach miarowych
i zala¢ 60 cm?® wody wodociagowej. Odczytac ze skali na cylindrze
ilo$¢ wody, ktora wyplynela z gleby. Obliczy¢ procentowa pojem-
no$¢ wody dla kazdego rodzaju gleby, korzystajac ze wzoru:

p

x100%

gdzie:

C - sucha masa gleby,

W — objetos¢ wody, ktora zalano glebe,

G - objetos¢ wody, ktora przesigknela przez glebe (woda
grawitacyjna).

Opracowanie wynikow

Poréwnac pojemnos$é wodna réznych rodzajow gleby i podaé, od
czego ona zalezy.

Doswiadczenie IV
Wtasciwosci sorpcyjne gleby

Zasada metody

Gleba ma wta$ciwos$ci sorpcyjne, ktore polegaja na zatrzymywa-
niu i wigzaniu réznych skladnikéw. Istota sorpcji jest wymiana
wezedniej zaabsorbowanych jondw na te, ktdre znajduja sie w roz-
tworze glebowym.

Materiat

3 rodzaje gleby — torf, piasek, ziemia ogrodowa
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Odczynniki

0,06 M FeCl,, 0,054 M K,[Fe(CN),], NH,OH (stezony), 0,06 M
Na,NH,PO,, 0,1 M CH,COOH, 0,65 M HCI, 0,08 M (NH,)C,0,

Sprzet laboratoryjny

7 kolb Erlenmeyera 100 cm?, 11 probowek, 5 lejkow, 5 saczkow bi-
bulowych, lopatka, 4 zlewki 50 cm?, waga laboratoryjna, 12 pro-
bowek, statyw na probowki

IV.A. WIAZANIE JONOW W GLEBIE

Wykonanie doswiadczenia

Do 3 kolb Erlenmeyera wsypaé po 1 g kazdego rodzaju gleby (do
kazdej kolby inny rodzaj gleby), nastepnie zala¢ je 10 cm®0,06 M
roztworu FeCl,. Wytrzasa¢ przez 5 minut i przesgczy¢, zbierajac
przesacz do 3 probowek (dla kazdego rodzaju gleby 1 probéwka).
Do czwartej probowki doda¢ 5 cm?® 0,06 M roztworu FeCl, (kon-
trola). Do wszystkich probéwek doda¢ 1 cm? 0,054 M K,[Fe(CN), ]
i 2—-3 krople 0,65 M HCIL.

Opracowanie wynikéw

Ro6znica w intensywnoSci zabarwienia roztworu kontrolnego
i przesaczy $wiadczy o wigzaniu jonow Fe*® przez glebe. Na pod-
stawie roznic w barwie okresli¢, ktore rodzaje gleby maja wtasci-
wosci sorpeyjne i jakie elementy gleby o nich decyduja.

IV.B. WYMIANA JONOW W KOLOIDACH GLEBOWYCH

Wykonanie dos$wiadczenia

Do 2 kolb Erlenmeyera wsypac¢ po 3 g gleby ogrodniczej i piaszczy-
stej (do 1 kolby jeden rodzaj gleby), zalac je 15 cm® 0,1 M CH,COOH.
Takie same iloSci gleby ogrodniczej i piaszczystej wsypac osobno
do kolejnych 2 kolb Erlenmeyera i zala¢ 15 cm?® wody destylowane;j.
Wszystkie proby mocno wytrzasaé przez 5 minut i przesaczyé¢ do
zlewek. Kazdy przesacz rozlaé¢ do 2 probéwek (w sumie 8 probo-
wek). Dla kazdego rodzaju gleby w 2 proboéwkach (jedna zawiera-
jaca roztwor wodny i druga zawierajaca roztwor z kwasem octo-
wym) doprowadzi¢ pH do 7 za pomoca NH,OH. Nastepnie dodac¢
do tych probéwek po 2 cm? 0,06 M Na,NH,PO,. Poréwnac iloSci
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wytracajacego sie osadu, ktore §wiadcza o wymianie jonow zelaza
i magnezu. Do pozostatych 4 probowek dodaé po 2 cm?® 0,08 M roz-
tworu (NH,),C,0,. Wytraca si¢ osad szczawianu wapnia, co $wiad-
czy o wymianie jonow Ca?".

Opracowanie wynikéow

Porowna¢ ilo$¢ osadu w probowkach z przesagczem wodnym
i przesaczem z kwasem octowym dla badanych rodzajéw gleb
i opisaé, o czym Swiadcza zaobserwowane roznice.

Doswiadczenie V
Oznaczanie aktywnosci kwasnej fosfatazy w glebie

Kwasne fosfatazy sa enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz.
Enzymy te katalizuja hydrolize estréw i bezwodnikoéw kwasu
ortofosforowego. Typowe dla roslin kwasne fosfatazy wykazu-
ja optimum dzialania przy pH 4,0—6,0. Odgrywajg istotna role
w metabolizmie zwiazkow fosforanowych. Wydzielane do gleby
przez komorki korzeni stymuluja przemiany organicznych zwiaz-
kow fosforanowych do bezposrednio dostepnych dla roslin nie-
organicznych fosforanéw (HPO,*-, H,PO,").

Zasada metody

W ¢wiczeniu zrédlem enzymu jest gleba z ryzosfery, do ktorej
ros$lina wydziela kwasna fosfataze poprzez korzenie. Substratem
dla tego enzymu jest egzogenny 4-nitrofenylofosforan. Powstajacy
jako produkt reakeji 4-nitrofenol przyjmuje w Srodowisku zasa-
dowym barwe zo6tozielona (por. rysunek 11.1).

Rysunek 11.1. Reakcja
katalizowana przez
kwasng fosfataze

OH
| fosfataza
O,N O—l||>—OH + H,0O —> ONN OH + H,PO,
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Materiat

gleba ogrodowa pochodzaca z ryzosfery (strefa wokot korzeni
ro$lin)
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Odczynniki

7,5 mM 4-nitrofenylofosforan, 0,1 M bufor octanowy pH 5,0,
0,94 M Na,CO,

Sprzet laboratoryjny

zlewka 50 cm?, 3 pipety (2—5 cm?), 3 probowki, lejek, saczek bi-
bulowy, waga laboratoryjna, mieszadlo magnetyczne, cieplarka,
spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

W zlewce umiesci¢ 2 g gleby ogrodniczej, zala¢ 10 cm?® wody de-
stylowanej i ekstrahowaé 20 minut na mieszadle magnetycznym.
Otrzymany ekstrakt przesaczy¢ w celu uzyskania roztworu zawie-
rajacego enzym. Do dwoch probowek (proby badane) odmierzyé
0,5 cm?® 7,5 mM 4-nitrofenylofosforanu, 1,5 cm?® 0,1 M buforu oc-
tanowego pH 5,0 i 0,5 cm? roztworu zawierajacego enzym. Probe
kontrolng stanowi 0,5 cm?® 7,5 mM 4-nitrofenylofosforanu, 1,5 cm?
0,1 M buforu octanowego pH 5,01 2,5 cm® 0,94 M Na,CO,. Inkuba-
cje wszystkich préb prowadzi¢ przez 60 minut w cieplarce o tem-
peraturze 30°C. Po tym czasie do préb badanych dodac¢ 2,5 cm?
0,94 M Na,CO,, a do kontroli 0,5 cm?® roztworu enzymu. Zawarto$¢
probowek przesaczyc¢ i oznaczy¢ absorbancje przesaczow w kuwe-
tach spektrofotometrycznych przy dlugoéci fali 420 nm.

Opracowanie wynikéow

Obliczy¢ ilo§¢ mikrogramoéw 4-nitrofenolu uwolnionego w reak-
¢ji, dzielac Srednig warto$¢ absorbancji préb badanych (pomniej-
szona o warto$¢ absorbancji proby kontrolnej) przez wspolezyn-
nik absorpcji dla 1 pg nitrofenolu, wynoszacy 0,002. Aktywno$¢
fosfatazy wyrazi¢ w jednostkach [U= umol 4-nitrofenolu min].
Masa molowa 4-nitrofenolu wynosi 139,1.
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