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Por6wnanie wplywu humianu sodowego naturalnego, synte-
tycznego oraz otrzymanego z barwnikéw wydzielanych przez
grzyby pleéniowe na wzrost pomidoréw i oddychanie drozdzy

The compared effects of sodinm humates (natural, syntetic and obtained from colou-
ring matters excreied by Penicillia) on tomato plants growth and respiration of yeasts

L. BADURA

WSTEP

Przeprowadzajgc badania nad wyjasnieniem mechanizmu dzialania
humianu sodowego na wzrost roslin S. Guminski (1950) oraz S. i Z.
Guminscy (1953 a i b) stwierdzili, iz efekt fizjologiczny humianu
uwydatnia sie szczegolnie silnie dopiero wtedy, gdy rosliny znajduja
sie w niekorzystnych dla nich warunkach bytowania. Takimi nieko-
rzystnymi warunkami, jak poczatkowo przypuszczali, bylaby niedosta-
teczna ilosé tlenu w pozywce, wzglednie, jak wykazaly dalsze badania,
niedostatek przyswajalnych form pewnych pierwiastkow, a zwlaszcza
zelaza (W. Czerwinski oraz S. Guminski, prace w druku).
Dzialanie Na-humianu uwidacznialo sie bardzo silnie w kulturach nie
wietrzonych (przez przelewanie) w przyroscie masy w stosunku do
przyrostu masy roslin kontrolnych.

Podobny efekt fizjologiczny wywiera w tych samych warunkach nie
tylko humian naturalny uzyskany z gleby, lecz réwniez , humian” syn-
tetyczny otrzymany przez odpowiednie traktowanie pochodnych fenolo-
wych typu: hydrochinon, p-benzochinon, kw. galusowy itp. (W. Eller
i K. Koch 1920, W. Eller 1922, S. Guminskii Z. Guminska
1953 aib, W.Flaig 1955, W. Flaig i wspélpr. 1955, Z. Guminska
1958), wzglednie skarmelizowana sacharoza, a nawet wyciagi z nie-
rozlozonych lisci bukowych i debowych. W tym ostatnim wypadku
czynnikiem stymulujacym jest przypuszczalnie zawarta w tych lisciach
pirokatechina i kwas gaiusowy (S. i Z. Guminscy 1953 a i b).
H. Krzemieniewska i L. Badura (1954) wykazali bowiem, iz
swieze liscie bukowe, traktowane podobnie jak przy otrzymaniu humia-
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nu z gleby, dajg znaczne ilosci substancji analogicznej do naturalnych
kwasow huminowych.

Przebadane produkty utlenienia i polimeryzacji pochodnych fenolo-
wych zachowuja sie nie tylko jednakowo wzgledem kwasow i zasad,
dajgc rozpuszczalne w tugach ciemnobrunatne zwigzki z wygladu i fi-
zjologicznego dziatania, analogiczne do humianu olrzymanego z gleby,
lecz réwniez posiadajg ciezar czgsteczkowy podobny do ciezaréow dro-
binowych naturalnych kwasow huminowych (E. Welte i wspolpra-
cownicy 1954).

Juz stosunkcwo weze$nie M. W. Beijerinck (1900), F. Minter
(1913), A. Krainsky (1914) zwracali uwage, ze nicktore mikroorga-
nizmy wydziclajg zwigzki humuso-podobne. Obserwacje przeprowadzo-
ne w nastepnych latach wykazaty, ze pewne barwniki wydzielane przez
promieniowee czy grzyby sg pochodnymi fenolu i pod wplywem zasady
ulegajg utlenieniu 1 polimeryzacji na ciemnobrunatne ciata podobne do
kwaséw huminowych. Rowniez oczyszczone preparaty takich zwigzkow
otrzymanych z barwnikow promieniowecow 1 grzybdéw pod wzgledem
budowy chemicznej wykazujg daleko idgce podobiensiwo do natural-
nych preparatéw Na-humianu (W. Flaig i wspolpr. 1952, W.
Laatsch i wspolprac. 1952, K. Kluster 1852, 1955).

Interesujace jest pylanie, czy owe barwniki spreparowane w sposob
identyezny jak wyciagi gleby, a posiadajgce duzg analogie pod wzgle-
dem chemicznej budowy do humianu naturalnego, beda wywieraty po-
dobny fizjologiczny efekt jak naturalny, wzglednie syntetycznie otrzy-
many z p-benzochinonu ,,humian”.

W pracy tej postawiono sobie za zadanie wydzielenie takich barwni-
koéw 1 sprawdzenie ich fizjologicznej aktywnosci.

OGOLNA METODYEKA

Wyizolowane z gleby grzyby z rodzaju Penicillium Link., oczyszczo-
ne i zidentyfikowane na podstawie moncgrafii K. B, Rapera i Ch.
Thoma (1948), hodowano w koibkach Erlenmajera o pojemnosci 500
ml na pozywce mineralnej Czapka (w 1 kolbce 200 ml pozywki). Po
trzech tygodniach dodawano do hodowli niewielkg ilo$¢ lugu sodowego
tak, aby koncowe pH pozywki wynosilo okolo 7,5, a nastegpnie po roz-
puszezeniu sie brunatnego cosadu przez filtrowanie cddzielano pozywke
cd kozucha grzyba. Do klarownego czerwonobrunatnego roztworu do-
dawano nastepnie kilka kropel HCI w celu wylrgcenia brunatnego osa-
du. Ponownie przesgczano, a brunatny osad rozpuszczano w lekko zal-
kalizowanej wodzie destylowanej. Otrzymano w rezuliacie ciemno-bru-
natnoczerweny roztwor Na-,,humianu”. Roztwér ten, podobnie jak w
pracach S. Guminskiego z naturalnym humianem, autoklawowano
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przez 30 minut przy nadcisnieniu 1 Atm. Po oznaczeniu suchej masy
tak przygotowanego roztworu dodawano go w tej samej ilosci wagowe]
(50 mg s.m. humianu na 1 litr pozywki) jak naturalnego i syntetycznie
otrzymanego z p-benzochinonu ,humianu” sodu do pozywki Hampe
(Cyt. przez S. Guminskiego 1950), w ktorej nasiepnie hodowano
pomidory. W doswiadczeniach z drozdzami dodawano humianu sodu do
pozywki Dzierzbickiego w ilosci odpowiadajacej koncowemu stezeniu
0,1 %.

Dos$wiadczenia z pomidorami prowadzono w szklarni w miesigcu
czerweu 1962 r. Kultury wodne pomidoréw zalozono w 4 kombinacjach
(1. kontrola, 2. Na-humian naturalny, 3. Na-,humian” syntetyczny
Z p-benzochinonu, 4. Na-,humian” otrzymany z barwnikéw grzybo-
wych) w 2 wariantach — w kulturach wietrzonych i nie wietrzonych
(przez przelewanie). Kazda kombinacja posiadala 5 indywidualnych
powtorzen. Wyniki suchej masy roslin opracowano statystycznie przy
pomocy metody podblokow.

W doswiadezeniach z drozdzami wplyw humianu naturalnego i otrzy-
manego z barwnikow grzybowych stwierdzano na podstawie ilosci wy-
dzielanego CO,. Doswiadczenie prowadzono w 5 powtorzeniach dla kaz-
dej kombinacji.

OPIS DOSWIADCZEN

Przede wszystkim nalezalo przeprowadzi¢ wstepne obserwacje nad
wydzielaniem przez wyizolowane gatunki grzybow takich barwnikow, kté-
re by wytracaly sie w Srodowisku kwasnym, a nastepnie rozpuszczaly
w lekko alkalicznym roztworze. W tym celu infekowano plynne pozywki
Czapka o pH 6,0 nastepujacymi gatunkami: Penicillium implicatum
Biourge, P. lilacinum Thom, P. brevi-compactum Direckx, P. purpuro-
genum Stoll, P. godlewskii Zaleski, P. citrinum Thom, P. cyclopium
Westling, P. restrictum Gilman et Abbott. Sposréd tych gatunkéw jedynie
Penicillium implicatum wydzielalo ciemnobrunatny barwnik o poszuki-
wanych wlasciwosciach. Czerwony barwnik wydzielalo réwniez Peni-
cillium purpurogenum, lecz barwnik ten nie wytracal sie pod wplywem
kwasu solnego. Pozostale gatunki z rodzaju Penicillium nie wydzielaly
barwnika, wzglednie dawaty barwnik w kolorze zottym.

W celu przekonania sie, czy wydzielanie barwnika jest uwarunkowane
podlozem, przeprowadzono analogiczne do$wiadczenie przy uzyciu po-
zywki Czapka z dodatkiem peptonu. Juz weczesniej W. Flaig i wspot-
pracownicy (1952) zwrécili uwage, ze dodatek peptonu wzglednie pojedyn-
czych aminokwasow stymuluje nagromadzanie sie ciemnobrunatnych
zwigzkow w kulturach Streptomyces. Wyniki poréwnawcze wydzielo-
nych barwnikéw na pozywce Czapka bez peptonu i z peptonem zesta-
wione sg w tabeli 1. Z zestawienia tego wynika, iz pepton wplywal wy-
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raznie na ilo$¢ nagromadzanego si¢ w podiozu barwnika. Ponadto w wy-
padkach dwéch gatunkéw P. lilacinum i P. citrinum otrzymano na pepto-
nie barwniki wytragcajace sie¢ w kwasie solnym, czego nie udalo sie
zaobserwowac na czystej pozywce Czapka.

Tabela 1 — Table 1
Wydzielanie barwnikéw utleniajacych i polimeryzujacych sie w lugu
Excretion of colouring matters oxidizing and polymerizing in alcalies

Wydzielanie barwnikow

Nazwa gatunku Excretion of colouring

Name of the species matters 5
— pepton + pepton

Uwagi

Penicillium brevi-
compactum — —
P. citrinum _ ++ barwnik zolty wytr. HCI
P. cyclopium e —
P. godlewskii = - barwnik w $rodowisku kwas-
1 nym zolty, w Srodowisku alka-
Z' licznym czerwony

| P. implicatum o g i ol 2 barwnik brunatnoczerwony, w
HC1 latwo wytrgcaln, osad, w
| ; NaOH rozpuszczalny

P. lilacinum - +++ . 5 ” 5

| P. purpurogenum - — barwnik czerwony siabo dyfun-

i ! dujacy do podloza, nie wytraca
| | sie w HCI

P. restrictum — b barwnik Zoity stabo wyliracajacy
siec w HCI1

Do otrzymania wigkszej ilosci humianu z barwnikéw wydzielanych
w procesie metabolizmu wybrano Penicillium implicatum. Aby z kolei
wyeliminowa¢ ewentualne dodatkowe dzialanie peptonu, hodowle -pro-
wadzono na czystej pozywce Czapka. Po otrzymaniu dostatecznej ilosci
tak sporzgdzonego Na-,humianu” przystapiono do dalszych doswiadczen
Z roslinami.

Mlode siewki pomidoréw, wykietkowane w kwarcowym piasku,
umieszczano po 3 roslinki na kazdy si6j, w 40 jednolitrowych slojach wy-
peinicnych pozywka Hampe’go z dodatkiem mikroelementow A-Z Hoa-
glanda uzupelnionych molibdenem. pH pozywki stabilizowano kwasem
fosforowym do peziomu 6,4. Zwigzkéw huminowych i humino-podobnych
dodawano w jednakowej ilosci 50 mg suchej masy na litr pozywki. Utozono
4 kombinacje w 2 wariantach:

I. 1. Wietrzona pozywka bez humianu
2. . . z Na-humianem naturalnym otrzymanym
z kompostu



Wplvw humlanu sodowego 71

3. " " z Na-,humianem” syntetycznym otrzyma-
nym z p-benzochinonu
4. = - z Na-,humianem” otrzymanym z barwni-

kow grzybowych
I1. 5. Nie wietrzona pozywka bez humianu

6. i 5 z Na-humianem naturalnym otrzymanym
z kompostu
2 . - Z Na—,,h.umlanem syntetycznym otrzyma-

nym z p-bcmochinonu
. z Na-,humianem” otrzymanym z barwni-
kéw grzybowych

Kultury poczatkowo wietrzono (przez przelewanie) raz dziennie, a po
uplywie poltora tygodnia dwa razy dziennie. Cale doswiadczenie trwalo
miesige. Po skonczeniu doswiadezenia oznaczano sucha mase korzeni
i pedéw, a $rednie wyniki z badanych kombinacji zestawiono w tabeli 2.

Doswiadczenie to zgadza sie z dotychczasowymi wynikami S. Gu-
minskiego i wspblpracownikéow (1960, 1962), ktorzy obserwowali
w analogicznych uktadach doswiadczen stymulujacy wplyw Na-humianu
naturalnego i syntetycznego w kulturach nie wietrzonych.

Roéownoczesnie w tym do$wiadezeniu wykazano, iz identyczne dziala-
nie fizjologiczne jak humian naturalny czy syntetyczny posiadaja odpo-
wiednio spreparowane barwniki grzybowe.

Nastepnie przeprowadzono do$wiadczenie nad wplywem humianu
otrzymanego z barwnikéw grzybowych na przebieg fermentacji alkoho-
lowej wywolywanej przez drozdze. A. Dzierzbicki (1909) stwierdzil,
7e préchnica naturalna dodawana w stezeniu 0,1% w przeliczeniu na su-
cha mase przyspiesza proces fermentacji alkoholowej. Zewnetrznym
objawem tego przyspieszenia moze byé¢ intensywniejsze wydzielanie CO,.
Z pracy S. 1 Z. Guminskich (1953) oraz autora (Z. Guminska,
S.Guminski, L. Badura 1962) wynika, ze pod wplywem humianu
sodu zwieksza sie iloéé komérek drozdzowych. Z mnie opublikowanych
wlasnych badan wynika rowniez, ze w pewnych wypadkach podobnie
stymulujgcg role mogg peini¢ ,,humiany” otrzymane syntetycznie.

Doswiadczenie prowadzono w erlenmajerkach zawierajacych 100 ml
pozywki Dzierzbickiego (1909) zamykanych specjalnym wenty-
lem umozliwiajacym tylko jednostronng wymiang gazows. Erlenmajerki
wraz z pozywka o pH 6,5 infekowano 1 ml zawiesiny drozdzowej rasy D 43.
a nastepnie wazono na poczatku i co 24 godziny i z roznicy ciezaru (utra-
ta CQO,;) wnioskowano o intensywnosci danego procesu.

Dos$wiadczenie prowadzono w nastepujgcych uktadach: 1 — Kontrola,
2 — 0,1% Na-humian naturalny, 3 — 0,1% Na-,,humian” otrzymany
z barwnikéw grzybowych. Srednie wyniki z pigciu powtérzen zilustro-
wane sa na wykresie 1.
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Wykres 1. Wplyw humianu naturalnego i otrzymanego z barwnikow na ilos¢ wy-
dzielanego CO,. Stezenie humianéw w pozywce wynosi 0,1%

1 — kontrola; 2 — Na-,humian” otrzymany z barwnikow; 3 — Na-humian naturalny
Graph. 1. Effect of humates (natural nad obtained from colouring matters) on
the quantity of excreted CO,. Concentration of humates in medium is equal to 0,1%

1 — control; 2 — Na-,,humate’” obtained from colouring matters; 3 — natural Na-humate

Z wykresu mozna odczytaé, ze zgodnie z dotychczasowymi badaniami
humian sodu stymulowal wyraznie w stosunku do kontroli wydzielanie
dwutlenku wegla oraz to, ze pewne, cho¢ slabsze stymulujace dzialanie
dalo sie zaobserwowaé¢ takze w wypadku uzycia ,humianu” z barwni-
kéw grzybowych.

OMOWIENIE WYNIKOW

7 przeprowadzonych do$wiadczen zaréwno nad roslinami zielonymi
(pomidorami), jak i ro§linami nizszymi (drozdzami) wynika, ze wydziela-
ny do podloza w trakcie rozwoju pewnych gatunkéw grzybow barwnik,
po utlenieniu i spolimeryzowaniu, moze pelni¢ analogiczne funkcje fizjo-
logiczne jak naturalny Na-humian. Bylby to jeszcze jeden dowdd na
udzial wielu czynnikéw w powstawaniu tego tak zlozonego polgczenia,
jakim jest prochnica zawarta w glebach. Trudno w ramach tej pracy sze-
roko dyskutowaé nad wszystkimi mozliwymi drogami prowadzgcymi do
powstawania tych zwiazkow, jednakze nalezy przypomnie¢ ogélne hipo-
tezy wyjasniajace to zagadnienie. W obecnej chwili zarysowuja sie trzy
rownorzedne mozliwosci. Jedna to powstawanie prochnicy z mikrobiolo-
gicznego rozkladu zwigzkow organicznych, a w szczegolnoscei lignin i ce-
lulozy, druga mozliwosé to uwalnianie sie pewnych pochodnych fenolo-
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wych zawartych w samych roslinach, trzecia zas zwigzana jest z syntezg
i wydzielaniem pewnych zwigzkéw o budowie cyklicznej w procesie roz-
woju samych mikroorganizméw.

Tabela 2 — Table 2

Srednia sucha masa peddow i korzeni w zaleznosci od rodzaju kultury
Average dry weight of shoots and roots depending upon the medium

Sredni ciezar 3 rolin (z jednego sloja) w mg |
I Average weight of 3 plants (from one glass) |
| in mg |
Rodzaj kultury .
The medium Przedzial Przedzial |
Pedy ufnosci Korzenie ufnosci |
Shoots Confidence Roots Confidence |
interval interval |
. |

Bez Na-humianu | |
Without Na-humate ks ] S !

-+ Na-humian naturalny I 1574 240 i

+ Natural Na-humate | |

[+ Na-,humian” syntetycz- |
ny 1873 354 240 35,4

-+ Synhetic Na-,humate”

+ Na-,humian” z barwni-

kéw , 1880 246
+ Na-,humate” obtained

from colouring matters

Wietrzone — Aerated

Bez Na-humianu 161 20

Without Na-humate [
-+ Na-humian 1045 i
+ Natural Na-humate 113 '

+ Na-,humian” syntetycz- |
ny 1252 209 139 33,5 |

|+ Synthetic Na-,humate” |
| |

-
-+ Na-,humian” z barwni-
HOw _ 1030 | .15
+ Na-,humate” obtained
from coluring matters

Nie wietrzone — Non-aerated

Jak wynika z doswiadczen poprzednio cytowanych autoréw i wynikow
doswiadczen zawartych w tej pracy, wszystkie te trzy skladowe posiadaja
nie tylko analogiczng budowe chemiczna, lecz wywieraja ten sam fizjo-
logiczny efekt.
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WNIOSKI

1. Z przebadanych 9 gatunkéw z rodzaju Penicillium jeden gatu-
nek — P. implicatum wydzielal w wiekszych ilesciach barwnik roz-
puszczalny w tugach i wytraecajacy sie w kwasach.

2. Dodatek peptonu stymulowal wydzielania barwnika w hodowli
Penicillium implicatum.

3. Otrzymany z barwnika Na-,humian” wywieral podobny efekt
fizjologiczny jak naturalny humian sodu.

Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Wroclawskiego
(Wplyneto: 15.1.1964)

SUMMARY

The chief purpose of the present paper was to establish whether the colouring
matters exuded by fungi, oxidized and then polymerized in alkalies, by methods
applied in obtaining natural sodium humate from compost, will exert on plants an
effect analogical to that showed by natural humate.

After having investigated 9 species of the genus Penicillium (table 1) we selec-
ted on‘éTpecies — Penicillium implicatum whose colouring matter exuded into the
medium was easily oxidized and polymerized. In this way we obtained sodium
shumate” which was used for comparative experiments on the growth of tomato
plants and liberation of carbon dioxide in the process of alcoholic fermentation.

The experiment with tomatoes was conducted in water cultures. The plants
were raised under conditions identical to those given by S. Guminski and
Z. Guminska (1953 a and b). The studies on the effect of humate on alcoholic
fermentation were carried out with the help of a mcthod given by A. Dzierzbi-
cki (1909). \

Results obtained from vegetative experiment on tomato plants are given in
table 2. From the obtained data, it follows that the ,humate” recived from colou-
ring matters exerts a physiological effect similar to that shown by natural humate
or by humate obtained synthetically from p-benzochin.

From the experiment carried out on yeasts it also follows that the effect of
humate obtained from colouring compounds on the intensity of fermentation is
similar to that showed by natural humate. The intensity rate was measured as the
gquantity of CC, excreted in the course of the experiment. Results are presented on
graph 1. From the obtained data we can infer that humate, either natural, synthetic
or obtained from colouring matter exerts similar physiological effects on plants.

Departiment of Flant Physiology
University of Wroclaw
ul. Kanonic 6/8
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