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A talaj mikrobialis biomassza meghatarozasa
kloroform fumigacios modszerrel

Régota ismert, hogy a talajban €16 mikroorganizmusok csiraszam alapjan torténd
mennyiségi meghatarozasa nem ad realis kvantitativ adatot az &sszes biomasszara vo-
natkozodan. Ezért szamos, a tenyésztés szelektiv hatasat kikiiszob616 modszert dolgoztak
ki az utobbi évtizedekben, amelyek koziil egyszertiségiiknél és rutinszer( alkalmazhato-
saguknal fogva kiemelkednek a kloroform fumigacios eljarasok. Elonyiik, hogy a méré-
sek eredményeként kozvetleniil a biomassza C-, N- vagy mas elem tartalmat kapjuk
meg, szemben mdas biomassza becsld eljarasokkal, melyeknél bonyolult és nehezen
kalibralhat6 atszamitasi eljarasok sziikségesek. Jelen Osszefoglald aktualitisat az adja,
hogy 30 évvel ezeldtt jelent meg a Jenkinson altal vezetett rothamstedi kutatdcsoport 6t
cikkbol allo sorozata a Soil Biology & Biochemistry folydiratban a mikrobialis
biomassza kloroform fumigacios modszerrel torténd meghatarozasarol, illetve 40 éve az
ezt megalapozo tanulmany. Azota tobb mint ezer tudomanyos cikkben k6zoltek eredmé-
nyeket a kloroform fumigacios modszer alkalmazasaval.

A talaj mikrobidlis biomasszaja és mérési modszerei

Bar a talajok mikrobialis biomasszaja viszonylag kicsi, mégis a talaj szerves anyag
egyik legfontosabb frakcidjanak tekinthetd, mivel nagyon gyorsan reagal a talaj fizikai
¢és kémiai allapotaban bekovetkezd valtozasokra. JENKINSON (1977) ugy fogalmaz, hogy
a mikrobialis biomassza olyan, mint a t{i foka, amelyen valamennyi talajba keriilt szer-
ves anyagnak at kell hatolnia. A mikrobialis biomassza fontos szerepet jatszik a f6 no-
vényi tapelemek (N, P és S) atalakulasaiban, beépitési (immobilizacids) és dsvanyositasi
(mineralizacios) folyamatok révén befolyasolja felvehetdségiiket (MARTENS, 1985;
MERCKX & MARTIN, 1987; NEMETH, 1996; KATAI et al., 20006).

Mezbgazdasagi talajokban a mikrobidlis szén 0,1-1,0 gkg™ és rendszerint az osszes
szerves-szén 1-3%-at teszi ki. Ez a sejttomeg 100-600 kg nitrogént és 50-300 kg fosz-
fort kot meg egy hektar talajban a felsé 30 cm-es rétegben (MARTENS, 1995). A tap-
anyagok felszabadulasa és megkotése a mikroorganizmusok életmenet dinamikajatol
fiigg. A talajba keriilt ndvényi maradvanyok és a gyokerek altal kivalasztott anyagok
elosegitik a biomassza novekedését és a tapanyagok megkotését, a mikroorganizmusok
pusztulasat viszont ezen anyagok felszabaduldsa koveti. A mikrobialis biomassza
tapanyagszolgaltatd képessége abbol adddik, hogy mig a névényekben a C:N arany 40—
80:1, addig a mikroorganizmusokban ez joval kisebb, 6-12:1. A mikroorganizmusok
foszforbol is joval tobbet tartalmaznak, mint a novények. A mikrobialis biomasszat
szamos modell (MCGILL et al., 1981; MOLINA et al., 1983; VAN VEEN et al., 1985;
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JENKINSON, 1990) figyelembe veszi a talaj C- és N-forgalmanak tanulmanyozasaban. A
hazai tartamkisérletek talajainak szerves-C dinamikajat és ezen beliil a mikrobialis C
jelentéségét, eddig kevesen kutattdk (CSITARI & HOFFMAN, 2005; KATAL 2006).

A nehézfém-szennyezés lecsokkentheti a mikrobialis biomasszat a talajban
(DUMONTET & MATHUR, 1989; FLIESSBACH et al., 1994; SzILI-KOVACS et al., 1998;
2006), ezért, az a talajmindség egyik indikatora lehet (BROOKES, 1995).

A talaj-mikroorganizmusok biomasszajanak meghatarozasahoz egyszeri és megbiz-
hatd modszerek sziikségesek.

A jelenleg hasznalatos modszerek a kovetkezok:

— direkt szamolasi eljarasok, melynek soran a mikroorganizmusokat megfestik
(NICHOLAS & PARKINSON, 1967; INGHAM & KLEIN, 1984; STAMATIADIS et al., 1990) és
mikroszkoppal vizsgaljak. Baktériumoknal méretiik, gombaknal pedig az 6sszes hifa-
hosszusag szerint kiszamitjak az Osszes €16 térfogatot és ez alapjan biomasszajukat
(ScHMIDT & PAUL, 1973);

— a mikrobidlis biomasszaban kotott szén mikrobidlis felszabaditisan alapuld
fumigaciés—inkubacios (CFI) modszerek (JENKINSON, 1966; JENKINSON & POWLSON,
1976; SPARLING et al., 1986; DUMONTET & MARTHUR, 1989);

— extrakcios eljarasok, a kloroform fumigaciot kovetdéen a mikrobialis eredetii C
(VANCE et al., 1987; TATE et al., 1988), N (BROOKES et al., 1985), P (BROOKES et al.,
1982; HEDLEY & STEWART, 1982), S (SAGGAR et al., 1981; WU et al., 1994) elemek
meghatarozasa;

— a talajbol kozvetleniil kivonhato ATP (adenozin-trifoszfat) (JENKINSON et al.,
1979) vagy az dsszes adenilat, ATP+ADP+AMP (DYCKMANS et al., 2003) kvantitativ
meghatarozésa;

— a talajbdl kozvetleniil kivonhat6 foszfolipidek zsirsav-metilészterré torténd atalaki-
tasa és gazkromatografias mennyiségi elemzése (FROSTEGARD et al., 1991);

— fiziologiai modszerek, amelyeknél a szubsztratadagolast kdvetd respiracios aktivi-
tast hasznaljak fel az aktiv anyagcserét folytatdo biomassza meghatarozasara (ANDERSON
& DOMSCH, 1978b);

— mikrokalorimetrids moddszerrel (SPARLING, 1981; VANDENHOVE et al., 1991) a
talajbol képzodott hémennyiség mérése alapjan becslik a biomasszat.

Egyik mddszer sem tokéletes, a kutatasi cél, illetve a rendelkezésre alloé eszkdzok
szabjak meg, hogy melyiket alkalmazzak. Kétségtelen tény, hogy az utobbi két évtized-
ben a VANCE és munkatarsai (1987) altal kidolgozott fumigacids extrakcios modszer
terjedt el legjobban, amelyre a Scopus® keresdrendszere szerint tobb mint 1200 hivat-
kozas tortént. Ezt a modszert hazankban is alkalmazzak (SziLI-KOVACs et al., 1998;
KATALI et al., 2005; CSITARI & HOFFMAN, 2005). A kloroform fumigaciés modszerrel az
Osszes (€16 aktiv, ¢10 inaktiv és holt) mikrobidlis biomassza tdmegét mérhetjiilk meg.

A fumigaciés inkubaciés (CFI) moédszer

A talajok fertdtlenitésére régota hasznalnak fumigald szereket, példaul metil-
bromidot a termesztett novényeket karositdo korokozok ellen.

Ezzel kapcsolatos az a megfigyelés mely szerint (STORMER, 1908, cit in. JENKINSON,
1966) a talaj szén-diszulfiddal és rokon vegyiileteivel tortént fumigalasa a kovetkezo
eredményekkel jart: 1. a toxikus fumigaldszer-kezelést kovetden jelentés mennyiségii
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tobblet-N tapanyag szabadult fel, ami segitette a ndvények ndvekedését; 2. ez a N-
tobblet a fumigald szer altal elpusztitott mikroorganizmusokbo6l szarmazott; 3. a fumigé-
16-kezelést kdvetden a baktériumok szaporodasi sebessége megnott, és ezek lebontottak
az elpusztult mikroorganizmusokat, sejtjeikbdl felszabaditva a nitrogént.

A korabbi megfigyelések eredményeit felhasznalva JENKINSON (1966) harom felte-
vést vizsgalt meg: 1. A mikrobialis aktivitast és novekedést a talajokban ismeretlen
toxikus anyagok gatoljak, vagy a mikrobialis populaciok kozotti antagonisztikus kol-
csOnhatasok gatld hatasa érvényesiil. A fumigalas kovetkeztében a részleges sterilizalas
egy bizonyos ideig feloldja ezt a gatlast. 2. A talajokban a szerves anyag egy része fizi-
kailag, vagy kémiailag védett a mikrobialis tdmadassal szemben, amelyet a kloroform-
kezelés megsziintet. 3. A részleges sterilizalas (hevités, levegon torténd kiszaritas, be-
sugarzas) megnoveli a vizoldhato szerves anyagok mennyiségét. JENKINSON (1966) C
izotopos vizsgalataival bizonyitotta STORMER (1908) feltevését, mely szerint a
megnovekedett CO,-termelés az elpusztult mikrobialis biomasszabol szarmazik. Igy ha
Osszevetjiik a fumigalt és a kontrolltalajok dekompozicids szintjeit ugyanabban az id6-
szakban és azonos koriilmények kozott, az eltérésiik felhasznalhatdo a mikrobialis bio-
massza indirekt becsléséhez (JENKINSON, 1966), a kdvetkez6 egyenlet szerint:

B =F/k

ahol: B = a talaj biomassza C, F' = a fumigalt talajbdl felszabaduldo CO,-C és a nem fumigalt
talajbdl felszabadulo CO,-C kiilonbsége (azonos inkubaciods feltételek kdzott, ezt az angol nyelvil
irodalomban gyakran ,,CO,-flush”-nek nevezik), £ = a biomasszanak az a frakcioja, amely a
fumigalast kovetd hirtelen dekompozicids felgyorsulds soran mineralizalodik (a kés6bbiekben
gyakran kc-nek jelolték, megkiilonboztetésiil a biomassza N-nél alkalmazott ky-tol).

A talajok fumigélasahoz JENKINSON (1966) javaslatara leggyakrabban kloroformot
(CHCI;, CFI moédszer) hasznalnak, mivel a tobbi fumigalo szer, ill. biocid csak nagyon
nehezen tavolithato el a talajbol a kezelés utan, vagy pedig kevésbé kényelmes a fel-
hasznalasa (JENKINSON & POWLSON, 1976). A hagyomanyos CFI mddszer hasznalata
soran mineralizalhatova teszik a mikroorganizmusokat kloroformgoézzel valé fumigalas-
sal, amely tonkreteszi a sejtmembrant €s a sejt belsd részét hozzaférhetévé teszi azon
mikroorganizmusok szdmara, amelyek tulélték a kezelést, vagy inokulum formajaban a
talajhoz adtak, tovabba a sejtek autolizise is végbemegy. A kloroformgdzok eltavolitasa
utan, amelyet rendszerint ekszikkatorban torténd tobbszori vakuumozassal segitenek
eld, 10 napos inkubécid soran a mineralizalt C- és N-mennyiséget a CO,-termelés, ill. az
NH,4-N felszabadulas alapjan meghatarozzak. Ennek eldsegitésére azonos nem fumigalt,
kis mennyiségii mintaval beoltjak a fumigalast kovetden atszelloztetett talajokat, annak
érdekében, hogy az eredeti mikrobiota kolonizalja azokat. A k faktort ismert mennyisé-
gli "*C-jelzett mikrobialis C mineralizicios sebességének a mérésével hataroztik meg,
amelynek értéke 0,41-nak adodott 10 napos inkubaciot figyelembe véve (VORONEY &
PAUL, 1984).

SHIELDS és munkatarsai (1974) szerint viszont a kloroformos fumigacié nemcsak a
mikroszervezetek elolésén keresztiil hat a dekompozicios szint emelkedésére, hanem
hatassal van bizonyos extracellularis mikrobialis anyagcseretermékekre is, amelyek
lebonthatova valnak. A kloroformkezelés hatasara a talajgombak és baktériumok meny-
nyisége 80—99%-kal csokken (SHIELDS et al., 1974; LYNCH & PANTING, 1980; SzILI-
KoVACS & SzEGI, 1992) vagyis 1-20%-os tulélési arannyal lehet szamolni. A fumigalas
koriilményei és az adott talaj fizikai és kémiai tulajdonsagai egyarant befolyasolhatjak a
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kloroformkezelés hatékonysagat. Ezen beliil azonban az egyes mikrobacsoportok (gom-
bak, Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok) tulélési aranya eltérd lehet (ZELLES et
al., 1997). A kloroformkezelés hatasara a dehidrogenaz enzimaktivitds nagymeértékben
lecsokken. Ez az intracellularis enzim az aktiv biomassza indikatora. Ehhez hasonl6an
az arginin-deaminaz aktivitasat is jelentdsen csokkenti a kloroform (ALEF & KLEINER,
1987). Mas enzimek viszont, mint a béta-gliikozidaz, szacharaz, xilanaz és alkalikus
foszfataz aktivitasat a kloroformkezelés alig befolyasolja, mivel ezek az enzimek €16
sejteken kiviil is megbrzik aktivitasukat. A protedz-aktivitds viszont megndvekedhet a
kloroformkezelés utan, mivel a lizalt sejtekbdl enzimek szabadulnak fel (NANNIPIERI et
al., 1979). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a hidrolitikus lebonté enzimek miiko-
doképesek maradnak a kloroformos fumigécié utan. AMATO és LADD (1988) vizsgalatai
is azt mutatjak, hogy a kloroformgézzel kezelt talajok megdrzik proteaz-aktivitasukat,
de elvesztik gliikozbontd és NH,-N immobilizald képességiiket. Megallapitottak tovab-
ba, hogy a 10 napos kloroformkezelés hatasara a jeldlt sejtek dekompozicios termékei
ninhidrinnel reakcioba 1ép6 vegyiiletek, féleg aminosavak, részben pedig NH4-N. Egy
napig tartd fumigaciot kdvetd 10-napos aerob inkubalds utan viszont az Osszes
ninhidrin-reaktiv nitrogén NH,-N volt. A fumigalas utan felszabaduld ninhidrin-reaktiv
nitrogén is megbizhatd eredményt ad a talaj biomassza C becslésére.

A CFI moddszer alkalmazasa soran két alapfeltevésnek kell teljesiilnie: 1. a CO,
mennyiségének, amely a fumigalas soran elpusztult mikroorganizmusok mineralizacioja
soran képzodik, sokkal nagyobbnak kell lennie annal, mint ami a nem fumigalt kontroll-
talajban képzddik azonos idGszak alatt; 2. azonos mennyiségii CO,-nak kell képzddnie a
nem €16 szerves anyagbol a fumigalt és kontrolltalajban egyarant. Az elsé feltétel telje-
stiléséhez a talaj nedvesitése és legalabb 10 napon keresztiil torténd eldinkubacid sziik-
séges. A masodik feltétel akkor jelenthet problémat, ha nagyobb mennyiségii novényi
maradvany vagy istallotragya keriilt a talajba roviddel a mintavétel eldtt. Ebben az eset-
ben tulsagosan alacsony, esetleg negativ biomassza eredmény adodhat, mivel a nem
mikrobialis eredetli szerves anyag intenziv mineralizacioja elfedheti a mikrobialis
eredet(iét (MARTENS, 1985). Kisérletileg MARTENS (1985) azt is kimutatta, hogy 28
nappal a gyokerek talajba keverése utan ez a probléma mar megszint. Ezért a CFI
modszer alapjan torténd biomassza becslés alkalmazasakor a ndvényi maradvanyokat a
talajmintabol gondosan el kell tavolitani és 3 hetes eldinkubacios iddszak javasolt. A
friss szerves anyaggal kapcsolatos probléma athidalasara CHAUSSOD és NICOLARDOT
(1982) azt javasoltdk, hogy a fumigalt mintdk 10-20 nap kozotti inkubacioja alatt
képzodott CO,-ot tekintsék kontrollnak. VORONEY ¢és PAUL (1984), valamint
FRANZLUEBBERS ¢és munkatarsai (1999) vizsgalatai szerint a nemfumigélt kontrollt
figyelmen kiviil lehet hagyni, és elegendd a fumigalt mintabol mért CO,-képzddésbol
szamitani a biomassza C-t. SHEN ¢s munkatarsai (1987) szerint viszont csak a
megfelelden hosszil eldinkubacid, valamint a fumigalt és a nem fumigalt talajbol 0-10
nap kozott mért CO, ad megfeleld eredményt.

A kovetkezd probléma a pH < 5 talajoknal jelentkezett (WILLIAMS & SPARLING,
1984; COUTEAUX et al., 1989), ugyanis kis pH esetén az elpusztult mikroorganizmusok
mineralizacidja lassan ment végbe, ezért az altalanosan hasznalt K¢ faktor téves ered-
ményt adott.

ALEF (1993) kritikai megjegyzése a CFI modszerrel kapcsolatban a kdvetkez6 volt:
a kloroform nem pusztitja el az dsszes mikroorganizmust a talajban; mas modszerekkel
kapott biomassza becslések nem felelnek meg a CFI modszerrel kapott eredményeknek;
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a fumigalas hatasara a talaj humuszfrakcidjanak egy része kdnnyebben lebonthatova
valik; és végiil a K faktor fiigg a mikrobialis populécié 6sszetételétol és a pH-tdl is.

A CFI mddszerrel kapcsolatos problémak miatt alkalmazasa az 1990-es évektol kez-
dett hattérbe szorulni, és helyét egyre inkabb a fumigacios extrakcidos mddszer vette at,
foleg Eurdpaban.

A fumigicios extrakciés (CFE) médszer

JENKINSON (1966) vizsgalatai szerint a kloroformkezelés utdn nemcsak a CO,-
képzddés sebessége, hanem a talaj 0,5 M K,SO,-tal extrahalhatd szervesanyag-tartalma
is megnott. Ez alapjan VANCE és munkatarsai (1987) kidolgoztak a mikrobialis
biomassza C becslését a kloroform fumigéciot kovetd extrakcios eljaras alapjan. A CFI
mddszerhez hasonloan itt is sziikséges egy atszamitasi tényezd, amelyet megkiilonbdz-
tetésiil kgc-vel, illetve a biomassza N esetében (BROOKES et al., 1985) kgn-nek jeldlnek
a szakirodalomban. A biomassza C szamitidsanal a kgc-érték 0,38-nak adodott, a
fumigacids inkubacidos moddszerrel torténd regresszido szamitas alapjan (VANCE et al.,
1987). A kgc faktor megbizhatosagat sokan vizsgaltak a mikrobialis biomassza in situ
C-gliikéz jelzéses technikajaval (SPARLING et al., 1990; COUTEAUX et al., 1990;
BREMER & VAN KESSEL, 1990; DICTOR et al., 1998).

A kalium-szulfattal extrahalhatd szerves-C-tartalmat hagyomanyosan tomény kén-
savas foszforsavas (2:1) kalium-bikromatos oxidacioval, majd Mohr-sooldattal torténd
redox visszatitralassal allapitjak meg. Bar a CFE modszer hamarabb ad eredményt, mint
a CFI, valojaban joval munkaigényesebb, kiillondsen a savas roncsolas miatt.

Ujabban egyre jobban terjed az automata TOC (total organic carbon) analizatorok
haszndlata, melyek vagy a Dumas-féle katalizatoros égetéses eljarason (680 °C), vagy
az UV-perszulfatos oxidacion alapulnak. A fumigacios extrakciés modszer elénye a
fumigacids inkubacios modszerrel szemben az, hogy nem kell kivarni a 10 napos inku-
baciot, hanem a fumigaciot kdvetéen azonnal lehet mérni, tovabba a savas (VANCE et
al., 1987), kdnnyen lebomlo szerves anyagokat nagy mennyiségben tartalmazd (SPAR-
LING et al., 1990; SCHOLLE et al., 1992), vizzel atitatott (INUBUSHI et al., 1991) és gyo-
kerekkel atsz6tt (MUELLER et al., 1992) talajok esetén is alkalmazhat6. Ugyanakkor
RoOss (1988) és COUTEAUX ¢és munkatarsai (1990) szerint a modszer nem alkalmas a
biomassza meghatarozashoz nedves, nagy szerves anyag-tartalmu talajoknal, mivel a
kloroform kismértékii vizoldékonysaga miatt hatasat nem fejti ki megfelelden.

Mig savas talajoknal a biomassza C meghatdrozasa CFI mddszerrel problematikus,
addig a biomassza N a CFI és CFE moédszerrel egyarant j6l megegyez6 eredményt adott
(AMATO & LADD, 1994).

Ujabban HANEY és munkatarsai (2001) a CFI médszert — a nem fumigélt kontroll
nélkiil szamitva a biomasszat — joval megbizhatobbnak talalta, mint a CFE modszert,
mert az utobbinal a talaj pH és a kalium-szulfat oldat kélcsonhatasa miatt a biomassza-
eredetli C kivonhatosaga eltérd lehet.
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A k" faktor meghatidrozisa a biomassza becslésben

Fumigdacios inkubdacios modszer (k¢ és ky)

A Jenkinson-féle egyenlet ,k” értéke fiigg a mikrobialis tényezoktol (pl. faj, ndve-
kedési fazis, tapanyagellatas), ill. kornyezeti tényezokt6l (hdmérséklet, pH, talajnedves-
ség). Mivel a CFI mddszer szerint (JENKINSON, 1966; JENKINSON & POWLSON, 1976) a
kloroformos fumigaciot kdvetd hirtelen mineralizacios szintemelkedés a frissen elolt
mikrobialis biomassza részleges asvanyosodasanak tulajdonithatd, ezért a ,,k” tényezo
meghatarozasahoz olyan mikrobialis anyagot kell felhasznalni, amely a novekedés line-
aris kezdeti allapotdban van (ANDERSON & DOMSCH, 1978a).

JENKINSON és POWLSON (1976) tobb mikrobafaj vizsgalataval a ,k” faktor értékét
0,5-nek allapitotta meg (25 °C-on). ANDERSON és DOMSCH (1978a) szerint a k-értékhez
a gombak 32,8%-ban, a baktériumok pedig 8,3%-ban jarultak hozza, és ez alapjan a k =
0,411 érték hasznalatat javasoltak. Ezek a vizsgalatok ellentmondanak JENKINSON és
POWLSON (1976) eredményeinek, akik a baktérium- és a gombasejtek hasonlo
galataiban a gombak és baktériumok atlagos mineralizalodasa kozott statisztikailag
igazolt szignifikans eltérés mutatkozott. VORONEY és PAUL (1984) a biomassza C becs-
1éséhez 'C jelzéses vizsgalataik alapjan ke= 0,41 érték figyelembevételét javasoltak.

JENKINSON és POWLSON (1976) a mineralizalt bakterialis N aranyat (ky) 0,45-0,59
kozotti értéknek hataroztak meg. AMATO €s LADD (1988) két baktériumfaj alapjan ky =
0,46, két gombafajnal ky = 0,28 értéket allapitott meg. VORONEY és PAUL (1984) a bio-
massza N szamolasanal felhivjak a figyelmet a fumigalt talajok C:N ardnyainak eltéré-
seire, igy pl. 6:1 C:N aranynal ky = 0,3 értéket, 13:1 C:N aranynal pedig ky = 0,20 érté-
ket tartanak hasznalhatonak. AMATO és LADD (1988) f6 problémaként azt hangstlyoz-
tak, hogy a biomassza szamitasahoz hasznalt egyenletek alkalmazoi a sejtbeli C- és N-
mennyiségnek csak a CO,-da és NH4-N-né alakult aranyaira és a megfeleld kontrollér-
tékek megvalasztasara vannak tekintettel.

A CFI modszernél leggyakrabban alkalmazott 22 °C-os inkubacios hdmérsékleten a
kc értéke 0,41 (ANDERSON & DOMSCH, 1978b; MARTENS, 1995), 25 °C-on pedig 0,45-
nek (JENKINSON, 1988) bizonyult.

A talajnedvesség szintén befolyasolja a k¢ értékét (WARDLE & PARKINSON, 1990),
ezért optimalis, vagyis a szabadfoldi vizkapacitas koriili nedvességérték beallitasa java-
solt a mérések elott.

Fumigdacios extrakcios modszer (kgc és kgy)

VANCE és munkatarsai (1987) a 0,5 M K,SO,-o0s kivondszer hasznalata mellett a kg
értékét 0,38-ban allapitotta meg. SPARLING €s WEST (1988) eltérést tapasztalt az dsvanyi
talajok és szerves anyagban gazdag talajok kgpc-értékében, asvanyi talajokra 0,33-at
javasolt. Kés6bb viszont nem tapasztaltak eltérést e két talajkategoria kozott, és '*C
izotopos vizsgalat eredménye alapjan kgc = 0,42-6t allapitottak meg (SPARLING et al.,
1990). A TOC késziilékekkel altalaban 20%-kal tobb szerves-C-tartalmat mérnek, mint
a savas dikromatos oxidacidval, mivel ez utdbbinak gyengébb az oxidacids hatasfoka
(WU et al., 1990), ezért a kgc javasolt értéke 0,45-re modosul. JOERGENSEN (1996a)
sajat és szakirodalmi adatokban szerepld 0sszesen 153 talaj alapjan TOC analizatorok
hasznalata esetén 0,45-6t, a hagyomanyos dikromatos oxidacio esetén 0,38-at javasol a
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kpc-értéknek. A kgc értéke atlagosan a szantofoldi talajoknal 0,42, réti jellegli talajoknal
0,49, mig erdei talajoknal 0,51-nek adodott.

BROOKES ¢s munkatarsai (1985) a mikrobidlis biomassza N meghatarozasahoz a
fumigaciot kdvetéen meghatarozott extrahalhaté N-tartalomban vald novekedést java-
soltdk a szamitasokhoz. A kgy értéke vizsgalataik szerint 0,68-nak adddott, tovabba
megallapitottak, hogy a vizsgalt talajokban a biomassza N az sszes talaj-N 2—-6%-a
kozotti tartomanyban volt. JOERGENSEN és MUELLER (1996) 51 szant6foldi és 23 réti
talaj vizsgalata alapjan a kgy = 0,54 értéket javasoljak altalanos hasznalatra. Ezzel ana-
log indirekt becslést ajanlanak a biomassza P (BROOKES et al., 1982; HEDLEY &
STEWART, 1982) és biomassza S (SAGGAR et al., 1981; WU et al., 1994) meghataroza-
sahoz.

A fumigacidos és mas médszerek dsszehasonlitasa

JENKINSON és POWLSON (1976) vizsgalatokat végeztek a fumigacids modszerrel tor-
ténd kozvetett biomassza becslések és a talaj biomassza direkt mikroszkopos mérésének
az Osszehasonlitasara. Eredményeik azt mutatjak, hogy a kétféle modszer a semleges
kémhatasu talajok esetében jo egyezéssel hasznalhatd. Savanyt talajoknal (pH < 4)
azonban a direkt modszerrel hétszer nagyobb biomassza C-mennyiséget mértek, mint az
indirekt fumigacioés modszerrel. Az eltérés f6 okaként azt emlitik, hogy az erdsen sava-
nyu talajban az elhalt mikroszervezetek festhetd sejtfalai hosszabb ideig maradnak fenn,
mint a neutralis talajokban, ami meghamisitja a mikroszkopos mérési modszer eredmé-
nyeit. A biotérfogat (SCHMIDT & PAUL, 1973), ill. a biomassza C (stiriiség, viztartalom,
C-tartalom figyelembevételével) direkt mérési modszerrel kapcsolatban problémaként
emlithetd, hogy a talaj-mikroorganizmusok mérete és alakja nagyon valtozatos, emiatt
az atlag térfogatuk értéke nem hasznalhatd fel kielégitben a biomassza becsléséhez
(JENKINSON & POWLSON, 1976). Ezért alakjuk szerint két csoportot szokas megkiilon-
boztetni: gdmb €s henger alaktakat. Ezeket méret szerint ismét tovabb osztalyozzak, és
osztalyonként szamoljak az €16 térfogatot. A fénymikroszkopos direkt biomassza meg-
hatarozas és a CFI kozotti eltérések okai a kovetkezok lehetnek: eltérd festési technikak
alkalmazasa, az €16 és holt mikroorganizmusok megkiilonboztetése és az atszamitasi
faktor, amelyet a mikroorganizmus sejtek méretétdl, alakjatol fliggden alkalmaznak a
biomassza C becsléshez; végiil a vizsgalatot végzé személy rutinja is fontos tényezo
(MARTENS, 1995).

OADES és JENKINSON (1979) szoros korrelaciot mutatott ki a mikrobialis biomassza
és ATP-tartalom kozott. 11 talaj vizsgalata alapjan a biomassza C (ug-g” talaj) = 120 ug
ATP-g" talaj, illetve 8,33 mg ATP-g"' biomassza C érték adodott. Ugyanakkor JENKIN-
SON ¢és munkatarsai (1979) hideg égovi talajok esetében az el6zd szerzok adataival
megegyezden kimutattak, hogy a talaj ATP-tartalma ¢€s a talaj biomassza C aranya vi-
szonylag allando, és 1 ug biomassza C 136 ug ATP-vel egyenértékii. SPARLING (1981)
ugyanakkor ennek kb. a dupldjat mérte. DYCKMANS ¢és munkatarsai (2003) az el6zoek-
tol eltéré kivonasi eljarassal, 112 talajminta vizsgalata alapjan 3,75 mg ATP, illetve
5,78 mg Osszes adenilat felel meg 1 g biomassza C-nek (r = 0,96), tovabba a biomassza
C (ug-g" talaj) = 68,5 ug ATP-g" talajjal volt egyenértékii. Ehhez hasonléan MARTENS
(2001) 4,4 mg ATP-g"' biomassza C-t allapitott meg. Az ATP mérés alapjan torténd
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biomassza becslés azoknal a nagy szervesanyag-tartalmu talajoknal hasznos, amelyek-
nél a fumigacidos modszer nem ad megfeleld eredményt.

A CFI modszerrel meghatarozott biomassza C és a ninhidrinnel reagdlé N kozott
szoros Osszefliggést talaltak (AMATO & LADD, 1988; CARTER, 1991; JANS-
HAMMERMEISTER, 1996) és ez alapjan egy j modszert dolgoztak ki a biomassza C
meghatarozasara a ninhidrinnel torténd reakcio alapjan (AMATO & LADD, 1994).
JOERGENSEN (1996b) 110 talaj vizsgalata alapjan a biomassza C és a ninhidrin reaktiv N
kozott a kovetkezo szignifikans 0sszefiiggést talalta:

biomassza C = 22,0XE,;, (pH > 5,0 talajokndl); biomassza N = 3,1 ¥E,;,
biomassza C = 35,3 xE,;, (pH < 5,0 talajoknal); biomassza N = 5,0XE,,;,

ahol: a biomassza C (ug C-g"' talaj), az E,;, = ninhidrin reaktiv N (ug N-g™' talaj); a biomassza N
(ng-g™ talaj) értéke pedig, C/N = 7 feltételezve.

A szubsztrat indukalt respirdcio és a kloroform fumigacidos modszerekkel meghata-
rozott biomassza gyakran szintén szoros korrelaciéban van (SzILI-KOVACS & TOROK,
2005). A szubsztrat indukalt respiraciés modszerek igen eltérd kivitelezése miatt azon-
ban az atszamitasi tényez6 valtozo, tovabba ez a modszer inkabb az in. aktiv biomassza
indikatoraként ismert, ezért az Gsszefliggés szorossaga a mikrobialis k6zosség anyag-
csere allapotatdl is fiigg (SzILI-KOVACS, 2004).

A mikrokaloriméterrel mért hékibocsatas és a mikrobialis biomassza kozotti dssze-
fliggés is eléggé szorosnak mutatkozott (SPARLING, 1981; VANDENHOVE et al., 1991).

Az 0sszes kivonhato foszfolipid-tartalom és a fumigacios extrakcidos modszerrel
meghatarozott biomassza-tartalom kozott rendszerint szoros korrelacido van (FROSTE-
GARD et al., 1991; BAILEY et al., 2002). FROSTEGARD és munkatarsainak (1991) vizsga-
latai szerint 340 nmol PLFA 1 mg biomassza C-nek feleltetheté meg. Erddtalajoknal az
asvanyi és szerves horizontbdl szarmaz6 mintaknal azonban a CFE és PLFA kozotti
regresszios egyiitthatod értéke szignifikdnsan eltérd lehet (LECKIE et al., 2004). A talaj
foszfolipid-Osszetételének vizsgalata elsGsorban nem a biomassza, hanem az egyes
mikroorganizmus csoportok mennyiségi aranyanak a megéallapitasa szempontjabdl je-
lentGs, melyr6l HALBRITTER és UZINGER (2005) irt sszefoglalot.

Az eddigi szorvanyos vizsgalatok szerint a talajbol kivonhatod 6sszes DNS-tartalom
és a fumigacids extrakcidos modszerrel meghatarozhatd biomassza kozotti Gsszefliggés
nem szignifikans, ami abbdl adodhat, hogy a talajokban altalaban a gombak Ossz-
mennyisége nagyobb (LECKIE et al., 2004), és DNS-tartalmuk nagyon valtozo lehet
(PAWLOWSKA & TAYLOR, 2004).

A kloroform fumigéaciés modszerrel meghatarozott mikrobialis biomassza szamos
talajenzim aktivitdsaval is szoros korrelaciot mutatott, annak ellenére, hogy ezen enzi-
mek jelentés része extracellularis (Kiss, 2003). Igy az arilszulfatdz (L1 & SARAH, 2003),
az ureaz (KLOSE & TABATABAIL 1999) és a CFE modszerrel meghatarozott mikrobialis
biomassza kozott szoros korrelaciot talaltak.

A fumigidciéos moédszer biomassza eredményeit befolyasolé tényezék

Szerves anyag. — Szamos vizsgalat bizonyitja, hogy a kloroform fumigacios
biomassza mérési eljaras szerves anyagokkal javitott, vagy eleve nagy szervesanyag-
tartalmu talajok esetében sokszor nem hasznalhaté megfelelé eredménnyel (JENKINSON
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& POWLSON, 1976; MARTENS, 1985; JOERGENSEN, 1995). SPARLING és munkatarsai
(1981) fenolsavakkal kezelt talajoknal csak 28 napig tartd inkubaciot kdvetden kapott
megfeleld biomassza becslési eredményt, azt megel6zden kis, s6t negativ értékek adod-
tak. Ezt a jelenséget azzal magyaraztak, hogy a fumigalt mintakban az Gjra inokulalt
populacié nem képes olyan gyorsan lebontani a maradék szubsztratot, mint a kontroll,
fumigalatlan mintakban levé mikroorganizmusok. Valdsziniileg ugyanezzel magyaraz-
hatdé LYNCH és PANTING (1980) megfigyelése is, miszerint a talajmintaknak arpagyoke-
rekkel vald kezelését kovetéen 18 nappal sem novekedett a biomassza C, bar a hozza-
adott C 15%-a CO,-da mineralizalédott. MERCKX és MARTIN (1987) hangstlyozzak,
hogy az indirekt mikrobialis biomassza mérések soran problémat jelenthet a novényi
gyokerek, vagy a friss szerves anyagok jelenléte, mivel ezek a fumigalatlan talajban
gyorsabban bomlanak, mint a fumigaltban, igy csokkentik vagy meg is sziintethetik a
dekompozicios szint viszonylagos emelkedését. Bizonytalansagokat okozhat a biomasz-
sza meghatarozasaban, ha a gyokerekkel stirtin atszott talajokat a mintavétel utan koz-
vetleniil inkubaljak (SPARLING et al., 1985; MARTENS, 1985). Ez a probléma a fumiga-
last kovetd azonnali extrakcioval elkeriilhetd (MERCKX & MARTIN, 1987; MUELLER et
al., 1992).

Az inokulum mérete. — A fumigacios modszerrel kapcsolatban az inokulumméret ha-
tasanak tanulmanyozasa is felmeriilt. MARTENS (1985) vizsgalatai szerint az
inokulumméret befolyasa a szerves anyaggal dusitott és kontrolltalajok dekompozicids
szint emelkedésére eltérd. Gyokérmentes talajok tesztelése soran megfigyelte, hogy az
elhalt mikroorganizmusokb6l mineralizalt C (k faktor) a fumigalt mintakban fiiggetlen
az inokulum méretétdl. Buzagyokerekkel teli talajmintakkal kisérletezve viszont azt a
kovetkeztetést vonta le, hogy a szerves anyaggal dusitott, fumigalt mintak esetében a
képzddott CO, mennyiségét az inokulum mérete szignifikdnsan befolyasolta, €s csak 28
napos inkubaciot kovetden mérhetd a tobbi kisérlethez hasonld érték, miutan a gyoke-
rekbol valdo CO,-képzddés megsziint. MARTENS (1985) valamint ANDERSON és DOMSCH
(1978b) vizsgalatai megerdsitették, hogy a biomassza becslést az inokulum mérete nem
befolyasolja, ha az elhalt mikroorganizmusokbol felszabadulo CO, mennyiségét a javi-
toanyag dekompo-zicidja soran képzddd CO, értéke nem hamisitja meg. Szerves
anyaggal javitott talajok esetében a szerves anyag degradacios idészakaban tehat a
fumigacids inkubacids eljardssal torténd biomassza meghatarozdsok nem nytjthatnak
hiteles eredményeket. A mérés elotti varakozasi id6 fiigg a szerves anyag mennyiségétol
és mindségétol.

A tarolas kériilményei. — A minta tarolasi koriilményeinek mikrobialis biomasszat
befolyasold szerepérdl keveset tudunk (RoOSS et al., 1980). A szerzék harom biomassza
mérési modszer esetében vizsgaltak a tarolasi hdmérséklet hatasat a becsiilt biomassza
tomegére. Kimutattak, hogy a talajmintakban a biomassza C -20 °C tarolasi hémérséklet
hasznalatakor valtozott a legkevésbé. Ha ATP-tartalom alapjan tortént a biomassza
meghatarozas, szintén ugyanez a tarolasi héfok bizonyult a legmegfelelébbnek. A
mineralizalt N emelkedési szint méréséhez viszont 4 °C talaltak a legjobb tarolasi ho-
mérsékletnek. A mikrobidlis biomassza harom eltérd modszerrel torténd meghataroza-
sanal egyik tarolasi h6fok sem volt egyértelmtien jol hasznalhatd, de éaltaldban a rovid
periddusokra a 4 °C mindegyikhez megfeleléen alkalmazhatd volt. Ross (1991) az
altala vizsgalt talajnal a CFE és CFI biomassza-értékben nem tapasztalt csokkenést 4
°C-on 14 honapig torténd tarolas utan. STENBERG és munkatarsai (1998) 12 kiilonb6z6
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szant6foldi talajt frissen begytjtve, valamint 2 °C-on és -20 °C-on torténd 1 napos, 1, 3,
6 ¢és 13 honapos tarolas utan vizsgaltdk. A CFE modszerrel vizsgalt mikrobialis
biomassza 2 °C-on, 3 hoénapos tarolds utdn 27%-kal csokkent, de -20 °C-on torténd
tarolassal nem valtozott.

A fumigacio idétartama. — Az eredeti modszerleiras 24 6ras kloroform fumigalast
tartalmaz. A kivonhatd szerves-C-tartalom a fumigalas idétartamanak meghosszabbita-
saval egyes talajoknal — f6leg az erddtalajok humuszos szintjében — ndvekedhet (ROSS
& TATE, 1993; HAUBENSAK et al., 2002). Masok az egynapos fumigaciot elegendonek
tartjak.

Talajnedvesség. — A mikrobidlis biomassza eredményét befolydsolja a minta ned-
vességtartalma a CFI és CFE moddszernél egyarant. A til nedves talaj gatolja a kloro-
vességtartalmanak a beallitasa a szabadfoldi vizkapacitas, azaz -0,03 MPa vizpotencial
koriili értékre javasolt, kozvetleniil a mérés eldtt nedvesitéssel, vagy kiméletes szaritas-
sal (ROss, 1989; SPARLING & WEST, 1989).

Sziirés. — A szlréshez eredetileg Whatman 42, illetve ezzel analodg sziirdpapirok
hasznélata terjedt el. Mivel a szlirépapirok poérusmérete nem allando, hanem egy bizo-
nyos tartomanyban valtozik, ezért tdbben a standard porusméretii (< 0,45 um) memb-
ranszliréket alkalmazzak (COUTEAUX et al., 1990), ami a mikroorganizmusokat vissza-
tartja, viszont ez koltségesebbé teszi az eljarast. Gyakran a talajminta jellege miatt cent-
rifugalés is indokolt (COUTEAUX et al., 1990).

Talaj és kivonoszer arany. — Az extrakcids eljarasok soran, kiilondsen az automata
analizatorok kapcsan meriilt fel, a 0,5 M K,SO, oldat hasznalatanak problematikaja. Ez
a tomény soéoldat ugyanis kedvezdtlen, karositja a miiszerek egyes alkatrészeit, ezért
higabb oldatok alkalmazasa lenne kivanatos. A higabb oldat hasznalatat az is indokolja,
hogy minél toményebb a soéoldat annal kevesebb szerves-C vonhato ki a talajokbdl,
els6sorban a proteinek koagulacidja miatt (HANEY et al., 2001).

A részleges sterilizalasi moédszerek 6sszehasonlitisa

A fumigacidhoz hasonléan mas biocidkezelés (pl. besugarzas, hdkezelés, vagy szari-
tas) esetében is megfigyelték, hogy a szervesanyag-lebomlasban révid ideig tartd gyor-
sulas kovetkezik be (JENKINSON, 1966). Semleges kémhatast talajokban a kovetkezd
sorrendben novekedett a dekompozicid a kezelések utan: 1égszaritas < CH;Br < CHCl,
< besugarzas < autoklavozas (POWLSON & JENKINSON, 1976). A gamma-besugarzas
egyes talajokban ugyantgy befolyasolta a N mineralizaciojat és a respiraciot, mint a
kloroform, ill. a metil-bromid, azonban a mindennapi gyakorlatban ez a kezelés nehezen
kivitelezhetd.

A legnagyobb mértékli O,-fogyasztast, N-mineralizaciot és CO,-termelést az
autoklavozott talajminta beoltasat kovetden mérték (POWLSON & JENKINSON, 1976),
ami Osszhangban all azzal a feltevéssel, hogy a hokezeléssel a jelentds mikrobapusztu-
las mellett a talaj nem mikrobialis eredetli szervesanyag-frakciojanak a lebonthatdsaga
vagy mikrobialis hozzaférhetdsége is megnd (JENKINSON, 1966). Az autoklavozas utdn
oldhat6 szerves anyag nagy része bioldgiailag rezisztens, vagyis a talaj nem mikrobialis
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eredetli frakcidjabol szarmazik (SALONIUS et al., 1967; POWLSON & JENKINSON, 1976),
ezért az autoklavozéas nem alkalmas sem az inkubdacion, sem az extrakcion alapul6 bio-
massza meghatarozasra.

A levegén vald szaritas utan kisebb mértékben nd az extrahalhat6 szerves-C, mint
mas kezeléseknél, ugyanakkor az oldhato frakcié kevés bomlas rezisztens anyagot tar-
talmaz, tovabba nem csokken le a talajokban a C és N aranya olyan mértékben, mint a
tobbi kezelés hatdsara (POWLSON & JENKINSON, 1976). Légszaritast kovetéen a
mikrobialis biomassza hozzavet6legesen 30%-a pusztul el (VAN GESTEL et al., 1991),
ami nem tal kedvezé a meghatarozas szempontjab6él. BLAGODATSKIY és munkatarsai
(1987) a kloroform fumigacié helyett, egyszeriien a talajok 70 °C-on, 24 6ran keresztiil
torténd szaritasat és ujranedvesitésiik utan a 0,5 M K,SO, oldattal kivonhat6 szerves-C-
tartalmanak mérése alapjan javasoltadk a biomassza C meghatarozasat. Ez az eljaras
hatékonyabb, mint a 1égszaritas, de kevésbé hatékony, mint a kloroformkezelés.

A magas héfokon torténd szaritasnal jobb eredményt lehet elérni a talajok mikrohul-
lamu kezelésével (ISLAM & WEIL, 1998) vagy fagyasztva-szaritdsdval (RUMPEL et al.,
2001), melyek a kloroformkezelés alternativajaként szoba johetnek és ezaltal egy valo-
ban gyors és biztonsagos biomassza meghatarozasi modszerhez juthatunk.

Osszefoglalas

A talaj mikrobialis biomassza mennyiségének ismerete a novényi tapelemek transz-
formacioja, és a talajallapot mindségének jellemzése miatt fontos. Meghatarozasat leg-
gyakrabban kloroform fumigaciés modszerrel végzik. A kloroformkezelés hatasara
bekovetkezd tomeges mikrobapusztulds aranyos az Osszes biomassza mennyiségével,
amely a tobblet CO,-képz6dés, vagy a talajbol kivonhaté megndvekedett szerves anyag
alapjan mérhetd. Targyaljuk az inkubacids és extrakcidos modszereket, §sszehasonlitva
mas eljarasokkal. A méréseket befolyasolo tényezdket és a kiilonbdzd sterilizalasi elja-
rasokat is dsszehasonlitjuk.

A dolgozat az OTKA (T 42930 szamu palyazat) tamogatasaval késziilt.
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