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A talaj foszfatazaktivitisanak vizsgéalata
dinatriumfen ilfoszfsittal
I. Médszertani kérdések

KRAMER MIHALY ES ERDEI SANDOENE
MT 4 Talajtani és Adgrokémiaid Kutaté Initézet, Budapest

A klinikai diagnosztikiban hasznélatos King—Armstrong-féle foszfatézaktivitds
meghatdrozd médszert Kroll és Krdmer[7, 8] alkalmaztik a talajok és trdgyak
vizsgilatira. A dindtriumfenilfoszfdtnak, mint szubsztratumnak hasznilata itt kilo-
ndsen két szemponthol elényés. Egyrésat, mert az enzim hatdsét jelzd fenol mennyiségét
a talaj adszorpeidja nem estkkenti, mésrészt, mert a fenol egyes reagensekkel igen tartés
szint képez s fgy konnyen meghatdrozhaté.

A fenilfoszfdtos talajenzim vizsgélat tovibbfejlesztésének elsé lépéseként a megha-
tdrozdst befolydsold koriilményeket tisztdztuk és ugyanekkor az eljirds egyszeriisitésére
is térekedtiink.

Kisérleti rész

1. 4 Gibbs reagens

A tej pasztdrozottségi fokdnak [11] és a lucernaszéna mindségének [10] vizsgalaté-
nil a dinatriumfenilfoszfatbél felszabaduld fenol meghatérozdsira a Gibbs [5] altal
ajdnlott 2,6 dibrémkinonklorimidet haszniljik, mely a fenollal igen allandé, kék-
szinti vegyiiletet ad. Kz a médszer egyszeriibb és gyorsabb, mint az dltalunk eddig
hasznilt Folin-féle eljirds.

0=C4H,Br,=NCl + C;H,0H — 0=CgH,Br,=N-C;H,0H + HCI

A rendelkezésiinkre dllé Zeiss-féle ,,Polafot” fotométeren Lkillonhézi szinsziirGket
¢s kilénbozd fenolkoncentricio-
kat hasznilva 1 cm-es kitvetta- — 4 T iy

‘ Szinsziiré

ban a kovetkezd extinkcidkat SR R ssirg, S B e
mértik : R BN v S B | |

A tovabbiakban, annak extinkeié
ellenére, hogy az 8 61 szinszii- e ‘ ; O e S BRI "
rével kaptuk a legnagyobb ex- 0,025 | oLz 10,2348 01,3226
tinkeidkat, nem ezzel, hanem az 0,075 ! T e g ot

S 66-0s szinsziirdvel dolgoztunk
azért, hogy az egymdstol erdsen 0,150 0,2206 01,8600
eltérs fenolmennyiségeket higitds 1

nélkiil mérhessiik,

A szin keletkezésénck ¢és dllanddsdgdnak tartamdt a hémérsékleten kiviil a kézeg
pH-ja is erdsen befolydsolja. Gibbs mérései szerint a 9,4-es pH a legmegfelelébb. Szoba-
hé&mérsékleten a szin 30 perc alatt kifejlédik és lezdrt lombikban 48 éran 4t is allandé
‘marad. Alacsonyabb pH-n a szin lassabban fejlédik ki, magasabb pH-n hamarabb

“bomlik el. Méréseink szerint szobahémérsékleten 30 pere alatt 9,0 pH felett jon létre a
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maximdlis fényelnyelés. Killonbozé pH-ju,

kovetkezd extinkcidkat mértiik :

Extinkeio 0,0670

0,3660 I 0,405

?,1 mg fenol/25 ml tartalmii kizeghen a

a
’ 9,3
i

0,3947 l 0,3980

A szitkséges kémhatdst NaOH-borax (pH — 9,4) pufferrel biztositottuk. Ennek

minden ml-e 0,05 egyenértéksilynyi erés savat képes tompitani. A fenolmeghatdrozast
sem 2 toluol, sem a talajkivonat nem zavarja.

Igy a Gibbs reagens alkalmas a tala

mérésére.

2. Reakcid-kinetikai wvizsgdlatok

J fenilfoszfitot hidrolizdlé Lépességének

A foszfatdzok mennyiségét hatasuk alapjén csak akkor lehet kielégitéen meghatd-
rozni, ha felesleghen adjuk a szubsztrétumot. Igy elérhets, hogy a hidroliziskor kelet-
kez6 foszfationok az enzimhatdst alig fékezik. Ajinlatos még Albers[1] szerint a
koenzim-vindorlds okozta hibdk elkeriilésére az inkubdlds idejét minél rovidebbre

venni,

A szubsziritum toménységének hatisat a reakeid sebességre alkélikus foszfatdznal
Martland é Robison[9], savanyta foszfatdznil Courtois [3] vizsgdlta.
Mindkét esetben megéllapitottik, hogy bizonyos szubsztratum-feleslegen t1il az enzimes
hidrolizis sebessége figgetlen a szubsztratum mennyiségétdl.

Mi is megvizsgaltuk, hogyan befolyisolja a szubsztritum mennyisége a talajoknal
a mérheté enzimaktivitdst. Vizsgdlatainkban cukor, oldhaté nitrogén és foszforvegyii-
letek jelenlétében érlelt talajokkal dolgoztunk. Eredményeinket az 1. 4bran foglaltuk
Ossze. A szubsztritum mennyiségének névelésével a felszabaditott fenol esak egy bizo-
nyos hatdrig nétt. Ezt a maximdlis fenolmennyiséget tartalmazd szubsztratum adagot

r Fd E % B2 & i : & et
SZUDSEIrEtum ENGIONSOG
1. dbra.
A szubsziratum-elldtottség befolydsa a foszfataz
aktivitdsira killonbozé tépoldattal érlelt talaj-
nil., 1. CNP, 2, CN tapoldat

vilasztottuk egységnyinek, az enzimak-
tivitds maximumdt 100-nak. Az 1. 4b-
rabdl 1athatd, hogy az egységnyi szubsz-
tratum adaghdl, adott kérilmények kozott
maximélisan felszabadithaté fenol meny-
nyiségnek esak 50—609%-a hidrolizdlédik
az enzim hatdsdra és négyszeres adagnil
tobb szubsztritum mar nem eredményez
tovébbi fenoltobbletet. fgy legaldbb négy-
szerannyi szervesen kotott fenolt kell
szubsztritumként adnunk, mint amennyi
az enzim hatésdra az inkubiliskor sza-
badds valik. Mivel a szubsztrdtum kb.
409, fenolt tartalmaz, legaldbb tizszer

annyit kell adni beldle, mint amennyi fexiol felszabadul. ]

Az inkubélds idejét ugy valasztjuk meg, hogy egy meghatdrozds ne igényeljen
til sok szubsztritumot. Ha 5,0 g talajhoz 100 mg szubsztratumot adunk, tigy a fenti
megolddsok szerint legfeljebb 10,0 mg fenol szabadulhat fel az enzimhatés .sordn.

s

A 2. 4brébdl kitiinik, hogy az eltérd tdpanyagelldtottsig miatt a talaj enzimaktivitdsa-
ban létrejott kilénbség mar 2 érai inkubdlds alath is jél mérhetSen mutatkozik meg.
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Az inkubilds elsd 24 drdjaban az enzimaktivitds az iddvel ardnyosan novekedik. fgy
— aktivabb talajok vizsgilaténdl — 2 ora inkubdlas is elegend6. A szubsztrdtum meny-
nyiségét tigy is lehetne esokkenteni, hogy 5,0 g-ndl kevesebb talajt mérmek be egy vizsgd-
lathoz. Ez a méd azonban nem megfeleld, mivel 5,0 g-nal kevesehh — szokdsos médon
eldkészitett talaj — nem képvisel jo dtlagmintat. Viusga-
lataink szerint ilyenkor a parhuzamos mintdk eredmé- %ﬁ%’?
nyei erfsen (15—20%,-ra) eltérnelk. s

E-l4

3. Az inkubdlt oldatol deritése ¥

Az inkubalt talajszuszpenziok lesziirése gyakran ne-
hézségbe Utkozik. Az elszaporodé mikroorganizmusok
zavarossd teszik a sziirletet és a szerves anyagok jelen- @
léte gatolja a jelenlevd finom részecskik tomorilését. A
sziirés elhizdddsa az enzimmeghatdrozdst zavarja. Az
enzim ugyanis a talaj kolloidjaihoz van kétve ¢s a szubsz-
tratum csak akkor nem hasad tovdabb, ha mar elvilasz- 2
tottuk a kolloidoktdl. (Jégszekrényben, tapasztalataink
szerint, hetekig is eltarthaté a tiszta sziirlet andlkil,
hagy a fenol tartalma valtoznék). A révid (2 drds) inku- T T

r1z ’ - DT s " ' INRUDEIES 15EE
bélis éppen a nagy enzimaktivitdssal rendelkezd talajok-
nal esak akkor vezethet6 be, ha van méd az enzim és a - : o

- ibszbribum Srlanrtsns Derité b k A mért enzim aktivitisa és az
szubsztritum gyors elvilasztdséra. Derit6 anyaglkent csak  jnpupaigsi ids  osszefigeése
olyan anyagot lehet adni, amely a Gibbs reagens hasznd-  kilonbozé tapoldattal érlelt
latdt nem zavarja. Az enzimoldgidban dltaldban bevdlt  talajndl. 1.CNP, 2.CN tapoldat
eljardsokkal (triklérecetsavas kezelés, illetve 100 C°-0s A
melegités) nem sikeriilt az enzim hatdsdt megdllitani ¢s a kolloidot koaguldlni, mert
az enzim cstkkentett mértékben ugyan, e tovdbbra is hatdisos maradt ezek utdn a

&0

g0

2. dbra.

1. tabldzat

A szubsziratumhoz adott timso (0,25 g/100 ml vizsgilt oldal) enzimgatlo hatisa. (Inkubilis ideje =
2 dra)

(3)
(1) @) Mért enzimaktivitias
Talajminta S5 Y | i
sziama Kezelis | [felszabadult
I fenol vigzonyszim
mg
1 Timsoval SZOrve (H) ' os s ohas vy i o st i srete et 5,66 100
Timso jelenlétében inkubalva (5) ................ 2,20 | 40
I1. Timséval inkubilds utdn azonnal szrve () ... ... 7,67 | 100
Inkubdlés utdn 2 érat szilrés eldtt timséval swobahd-
madrsékloten A1t (1) nsirensinmis et wieels o sis w0 535 ¥ i 9,20 ; 1240
11. Timsdval szlirve, sziirlet elsé (fé] ora alatt lecsepegett) !
TESZEhENS (8)F Nt i A e e a 7,67 | Lot
]
Szirlet masodik (féltél — maslfé) driig lecsepegett)
DEAZEDEN: (D) iiviaets o e s iesn et s i et e T 104
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kezelések utin is. Ennek oka egyrészt az lehet, hogy meszes talajok pH-jat a triklor-
ecetsav nem csokkenti kell6képpen, mdsrészt o talaj agyagtartalma megvédi az enzim-
fehérjét a hookozta koaguldei6tol. A szuszprenzid deritésére a talaj nitrattartalmanak
meghatdrozdsdndl haszndlates kivondszer [2, 12] a timsé vélt be. Az oldat fgy jol
sziirhetd ¢s a timsd a Gibbs szerinti fenolmeghatarozdst nem zavarja. A timsd hizo-
nyos mértékig az enzimhatdst is lassitja (1. tablézat), s ez szintén elényos tulajdonsdga,

A maodszer leirasa

A fenti vizsgdlatok ¢s megfontoldsok alapjan a talajok ¢s trdgydk foszfatdzaktivi-
tasit a kovetkezSképpen hatdrozzuk meg -

Az alaposan homogenizilt mintahdl 150 ml-es kupos lombikba bemérink 5,0 g-t,
majd hozzdadunk 2,5 ml toluolt. A gumidugéval lezdrt lombik tartalmét jol ossze-
razzuk ¢s 15 perees dllas utin hozzdadunk 20 ml 0,5% -cs dindtriummonofenilfeszfat
oldatot. Osszerdzds utdn 37 C°-on inkubdljuk: nagy cnzimaktivitisu mintdkndk (pl.
érlelt talajokndl) 2 dra, dltaliban pedig 24 6ra hosszat. Az inkubdldsi idé leteltével,
100 ml 0,3Y%;-0s timsdoldat hozzdaddsa ¢s a lombik tartalminak alapos Gsszerdzasa
utdn a szuszpenziot redds szlirén (MNG15/6) lesziirjitk. A sziirlethél aliquot részt
(1—5 ml) 25 ml-es mérélombikba mdérimk, hozzdadunk 5 ml pH — 9.4 horaxpuffert
¢s 4 csepp Gibbs reagenst. A jelig toltott oldatot fél ordig szobahémérsékleten Allni
hagyjuk ¢s azutdn kolorimetriljuk a keletkezett kék szin erdsségét S 66-os szinsziirén.
Mérési hatdr : 0,01—0,12 mg fenol/25 ml.

Szitkséges oldatok: 1. Szubsztrdtum-oldat. Dindtriummonofenilfoszfat 0,59 -0s
vizes oldata, melynek pH-jat — ha szilkséges — 7,0-re allitjuk be. Toloul jelenlétében
jégszekrényben hetekig eltarthaté. A készitmény Freeman és Colver [4]
szerint-allithato els. Osszes fenol tartalma 45,29, 6sszes P,0, tartalma 31,59,. 0,5% -ndl
tobb szervetlen P,O.-t nem tartalmazhat. Elészor Iwatsuru [6] alkalmazta az
enzimolégidban. 2. Borax-puffer. 500 1 desztillalt vizes oldat 14,2 g Na,B,0; - 10 H,0-t
(puriss) és 41 ml n NaOH-t tartalmaz. 3. Gibbs reagens. 0,125 g 2,6 dibromkinonklori-
midet (szdraz CaCl, felett, jol zird barna tiveghen, jégszekrényben kell tartani) 10 ml
96-0s alkoholban hosszas (kb. f¢] 6ra) rdzds Gtjin kell feloldani. Sotét iveghen, jégszek-
rényben hetekig el lehet tartani. Mindaddig haszndlhatd, mig a sdrga oldat barnulni
nem kezd. 4. Fenol torzsoldat. A frissen desztilldlt fenol 1000 g-jét feloldjuk 1 liter
n/10 HCl-ban, majd meghatdrozzuk a fencl tartalmat Br, fogyasztdsa alapjin Koppe-
schaar szerint.

Osszefoelalas

A talajok és trigydk fosafatdz aktivitdsdnak mércsére a tej- és lucernavizsgdlatok-
nél haszndlt enzimvizsgdlé médszerekbd! kiindulva gyors, olesé és egyszerfion elvégez-
het6 médszert dolgoztunk ki. Az enzimhatist befolydsolé kirilmények (szubsztrédtum
mennyisége, inkubdcids id6, sziirés helves madja) vizegflatival a médszert meghiz-
hatébhd tettiik. !

Irkezett: 1958, szeptember 20.
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M3VUEHHWE AKTHBHOCTH ®OCPATA3LI [TOYB [1PH [TOMOLULH
JUHATPHUYMOEHHUIPOCDATA

M. Kpanmep n I'. 3paeu

Haywio-Heeregopateanckuii HiacrntyT (loysosegesna uw Arpoxuvuu A. H. Beurpru, Byaanemr
"Peswnwme

ABTOPBI ONpeie a1l aKkTHBHOCTL GocdaTasbl HOYE 1| HABO30B IPH MOMOUIH IHHATPHYM-
denpochaTa, 3TOT MeTOl HCMOJAB3YEMbIT B MEIHUHHCKHAX JAa00opaTOPHAX H IPH KOHTpO.Je
MPOAYKTOB MHTAHHA.

H3! rfmartejgbHo TOMOTeHH3HPOBAHIOIO BemECTBA OTMEPSIH O IpP. B KOHHUYECKYIO
ko.10ouky #a 150 ma. w npu6asiaain 2,5 ma. Toayona. Konmfouka Gblia 3akpbiTa pe3uHo-
BOH npo6Koit 1 cojepikanue KOABGOYKH XOpouo mepemeliHBaftochb. Ilocie 15 MHHYTHOTO
crognua npuGaeuan 20 a1 pacteopa 0,5%-oro aunatpuyMdennadochara. Muakydauns
NPOBOIHTCH Mocae BCTpAxHBauuA npyd 37° C; npojonxnTeasHocTs eé 24 vaca, no y o6paa-
OB C BBICOKON 3H3HMATHYECKOH AKTHBHOCTBIO (HaNp. ¥ KOMIOCTHPOBAHHBLIX MOUB) 2 uaca.
ITo mereuenun BpeMenn HHEKYOGauud npubGaBunm 100 ma. 0,3 %-noro pacTBopa KBACILOB, NOCIE
ero Ccojlepikanye KoaOOUYKH TIAaTeJbHO B30aJTHIBAETCS H CycrneusHs (QHABTPYeTCsl uyepes
tduabTpoBanbiyo Gymary. M3 uucTtoro duabrpata 1—5 M. NepeHOCHM B H3MEpPHTEJbIIYIO
K0.100uKy o 25 w1, npubasiiM 5 M. Gopaxcsoro Gyddepa, umeromero pH — 9,4 n 4 kanan
pearenta [n6dea. Pactsop J0BOINTES 0 METKH H OCTABJAETCA Ha [, aca NpH KOMHATHON
TeMACPATYPE H MOTOM KOJOPHMETPHYECKH oMpelesnfAeTcsl HHTEHCHBHOCTb CHHeEll OKPAackH
vy puabrtpa C—66. :

pannna wamepenns: 0,00—0,12 mr. denoa/25 .

HeoGxoaumble pactsophl: 1, PactBop cvécrpara. On sisaserca 0,5%-ubiv BoLibIM
pacrBopoM auHaTpuyMmonodeunadocdara, pH xotoporo, ecan notpefyeTcs, YCTaHUB/IH-

. BaeTes wa 7,0. B NpHCYTCTBHH TOJYOJd MOXHO COXPAHHMTL B Je/IHIKEe B TeUYeHIe HECKOb-
KNx negean. 2, Bopake — 6yddep. Tpurotosasercs nyteM pacteopenns 14,2 rp. Na,oB,0,
10 FLO (wmeroro) B 500 mua. jecTiiHpoBaHHON BOAB n npnGapaserces 41 ma, 1 u. NaOH.
3, Peareut Tu66ca. 0,125 rp. 2,6 andpomxnaonxaopuamuy (on xpanutes waj cyxum CaCl,
B XOpOLIO 3AKPHITOINl KOpPI4HCBOH CKJASHKE ‘B Jelxlike) pacrtpopsieTcs B 10 ma. 96%-nom
CIIpPTE Nocae NPoI0KHTeIbHOTo (0KOJI0 0 J0BHHA Yaca) BeTpaAXuBanus. B reMuoil ckaanke
B JAEJHHKE MOMKHO JepiKaTb B TeueHHe HecKoJbKHX ueleab. [Ipnm moGypennu pacTBop K
padoTe me npurogen. 4, OcuosHoil pacTsop. deHosa. [. Tp. CBeMe-0TACCTHAHPOBANHOTO
(penoaa pacteopsierces B 1 1. 1/10 HCL, noTos cojiepskanne (heHoga ONpPeesieTcsl Ha OCHOBE
n3pacxojgosanua Br, mo mertojny Konnemap.

Tabauya 1. Topmossaulee BIHAHHE KBACUOB HA 3H3NMBL, NPHOABIEHHBIX K cydcrparty
(0,25 rp/100 M. nayuennoro pactsopa). Bpeys wuxy6aminn 2 vaca. (1). Hovep mousennoro
ofpasua — (2). Bapnaute (3) Mavepensas akTHBHOCTB 3H3HAMOB ; 0CBOGOKACHHBIA (eHoT
B MT. I oThociTeqbhoe unciao (4). @iabrpaiis B OpHeyTeTBHI KBacuor (5). Mukydaunsa
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B mpucyTcTsnil KBacuoB (6). [locae nnxybamunm cpasy ke QHALIPYeTCS B mplcy TCTBHH
kBacnoB (7). BsaumonelicTBHe ¢ KBAaCLAMH B Teucnme 2 uaCOB THOC.IE HHKYGauiu mepes
Quiprpauned. (8) PuabTpanns B NPHCYTCTBHH KBAcLOB, NepBas 9acTh buasTparta (3a
30 muunyT) (9) Hpyras wacte ¢puabtparta (o 30 o 90 muuyT).

Puc. 1. BansAnue koawuecTBa cyvGCTPATA Ha aKTHBHOCTB (oC(ATAZLL y mnous, obpatdo-
TaAHNDLIX paB.’IHlﬂlbIMH NHTaTeJbHBIAMH pilCTBOpaM]]_

I, ¥ noussl, o6paboTaunucii nurateabinbi M pactsopom CNP.

2, ¥ nousw, o6pabotannol nutatebibim pacteopor ON. Ha adeumrcce : Konnuectso
CyﬁCTpaTa. Ha opAHHAaTE : OTnocuTenbiibie HHCMd AKTHBHOCTH 3H3HMOB,

Puc. 2. B3sanmocBA3b MeKIY HSMEPCHIIBIMH aKTHBHOCTSIMH SH3MMOB 1 BpeMeHeM
HHKVOanu.

[., ¥ mous, 00pPABOTAHIBIX MHTATEABIIB M pacteopom CNP.

2., ¥ mous, ofpaGoTannsx NuTaTeabisiM pactropom ON, Ha aGemucee BpeMS HHKY-
Gaund, Ha opamunate: Qenon B mr/5 rp. nowuss,

Investigation of the Phosphatase Activity of Soils with the Use of
Disodium Phenylphosphate

M, KRAMER and Mrs. G. ERDEI

Research Institute of Soil Science and Agricultural Chemistry of the Hungarian Academy of Sciences,
Budapest

Sumxnary

The method of determining phosphatase activity with disedium phenylphosphate, in general
use in medical and food research laboratories, has been applied by the authors to the investigation
of soils and manures. The suggested procedure is as follows.

5,0 g of the completely homogenized sample is transferred into a 150 mi conical flask, then 2,5 ms
of toluene added, the flask closed by a rubber stopper, shaken up, allowed to stand for 15 minutee
and treated with 20 ml of a 0,59, solution of disodium monophenyl phesphate. On shaking the
mixture, it was incubated at 37° C for 24 hours (except in the case of samples of high enzymatil
activity, as fermented soils, when incubation for 2 hours proved to be satisfactory. After incubation,
100 ml of & 0,39 solution of alum was added, the mixture shaken, and the suspension filtered through
a Faltenfilter MN 615/5. An aliquot portion (1—5 ml) of the filtrate was transferred into a 25 ml
measuring flask, 5 ml of borax buffer of pH 9,4 and 4 drops of Gibbs reagent added, made up to
volume with water, allowed to stand at room temperature for 30 minutes and the intensity of the
developed blue colour determined by colorimetry, applying colour filter S 66, Limit of measurability :
0,01—0,12 mg phenol/25 ml.

Solutions required : 1. Solution of substrate. A 0,5% aqueocus solution of disodium monoplienyl
phosphate, the pI value of which, when necessary, is adjusted to 7,0. 2. Borax buffer, prepared
by dissolving 14,2 g of Na,B-0, - 10 H,O (puriss. grade) in 500 ml distilled water containing 41 ml
of 1,0 N NaOH. 3. Gibbs reagent. 0,125 g of 2,6-dibromoquinone chlorimide (kept in an ice box
in a well closed brown flask over dry CaCl,) is dissolved in 10 ml 969, ethanel under long shaking
(for about half an hour). The solution can be stored for weeks in a dark flask in ice box. It can be
used as long as the yellow colour does not turn brown. 4. Phenol stock solution, prepared by dissolving
exactly 1,0 g of freshly distilled phenol in 1 liter of 0,1 N HCL The phenol content of the stock solu.
tion is determined according to Koppeschaar, on the basis of its bromine consumption,

Table 1. Inhibiting action of alum added to the substrate (0,25 g alum in 100 ml of test solution)
on enzymatic effect. Period of incubation : 2 hours. (1) Number of soil sample, (2) Treatment, (3)
Measured enzymatic activity : mg of liberated phenol and ratio, (4) filtered with alum, (9) incu-
bated in the presence of alum, (6) filtered immediately after incubation with alum, (7) allowed
to stand for two hours with alum at room temperature, subsequent to incubation but prior to filt-
ration, (8) filtered with alum, in first portion of filirate (obtained in 30 minutes) (9) in second
portion of filtrate (dropping from'the 30th to the 180th minute).

Fig. 1. Effect of nutrient supply of substratc on the phosphatase activity of soils fermented
with various nutrients : 1: measured with soil fermented with CNP nutrient, 2: measured with
soil fermented with CN nutrient, Vertical axe : ratio of enzymatic activity, horizontal axe : supply
of substrate.

Fig. 2. Corrclation of measured enzymatic activity and periods of incubation of soils fermented
with various nutrients. 1: ‘measured with soil fermented with CNP nutrient, 2 : ' measured with
soil fermented with CN nutrient. Vertical axe : mg of phenol in 5 g soil, horizontal axe - period of
incubation.





