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1ZVLECEK

Vzporedno ugotavljanje vsebnosti mineralnega dusika (Nmi,) in topnega organskega dusika
(TOD), ki ga ekstrahiramo iz zemlie z 0,01 M razt. CaCl,, omogo€a izboljSanje
napovedovanja gnojenja z duSikom. V ta namen smo razvili metodo dolo¢anja topnega
organskega dusika v tleh. Metodo smo ustrezno analitsko verificirali. Slednje smo zagotovili s
primerjavo rezultatov analiz, ki smo jih dobili znotraj mednarodne medlaboratorijske
primerjalne sheme WEPAL (Wageningen Evaluating Programme for Analytical Laboratories,
Nizozemska). Kot primer uporabnosti vpeljane in verificirane metode meritev topnega
organskega dusika v tleh prikazujemo primer gnojilnega poskusa s koruzo na stirih poskusnih
lokacijah v Sloveniji.

Kljuéne besede: skupni topni dusik (STD), topni organski dusik (TOD), analize tal,
segmentirani preto¢ni analizator, verifikacija.

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A METHOD USED FOR THE DETERMINATION OF SOLUBLE
ORGANIC NITROGEN IN SOIL

Paralel determination of the content of mineral nitrogen (Ny,) and soluble organic nitrogen
(SON), extracted from the soil with the 0.01 M CaCl, solution, improves the fertilizer
recommendations with nitrogen. We have developed a method for determination of the
soluble organic nitrogen in the soil for this purpose. The method was accordingly verified for
the analyses. It was achived by the comparison of the analytical results, which were studied
through the international interlaboratory exchange programme WEPAL (Wageningen
Evaluating Programme for Analytical Laboratories, Netherland). To confirm the applicability of
the newly introduced and verified method, we chose an example of the fertilization attempt for
the corn, which was performed in four different locations in Slovenia.
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1 UvOD

Topni organski duSik (TOD) do sedaj ni imel pomembne vloge pri raziskavah
prehrane rastlin z dusikom. Sele v sedanjem ¢asu postaja predmet Stevilnih raziskav.

Dusik v tleh se nahaja v razlicnih kemijskih oblikah. Zelo grobo se deli v organski in
anorganski duSik. Skoraj 95% vsega dusSika v tleh je vezanega v razne organske
kemijske spojine v rastlinski ali zivalski biomasi. NovejSe raziskave kazejo, da
organski dusik v zemlji sestavljajo inerten nerazgradljivi organski dusik, pocasi
razgradljivi organski duSik (proteini, aminokisline), duSik, ki je prisoten v Zivih
organizmih mikrobne biomase v zemlji ter lahko razgradljivi organski dusik oz. topni
organski dusik (malo je znanega o kemijski obliki teh spojin, verjetno pa gre za
nizkomolekularne amine, nizkomolekularne aminokisline). Anorganski dusik (NO,'-
N, NO5-N, NH,"-N) zajema le majhen deleZ celotnega dusika v zemlji (priblizno 1-
2%)(W.S. Wilson in sod., 1999).

Okoljevarstveni vidiki izpiranja nitratov iz zemlje, kot tudi pomembnost amonijevih
in nitratnih ionov v prehrani rastlin so vzrok intenzivnih Studij anorganskega oz.
mineralnega duSika (Ny,;) v kmetijstvu.

V nasprotju pa je le malo raziskav povezanih s topnim organskim dusikom (TOD).
Delez TOD v obdelanih zemljah je med 0,3 in 1% celotnega organskega dusika
(Mengel, 1985). S spoznanjem, da se te oblike duSika dokaj hitro razgrajujejo v
mineralno obliko, je postal pomemben element pri raziskavah dostopnih oblik dusika
v tleh. Vzporedno ugotavljanje vsebnosti topnega organskega duSika in mineralnega
dusika v zemlji bo doprineslo k izboljSanju kakovosti napovedovanja gnojenja z
dusikom (Groot in Houba, 1995; Stevens in Wannop, 1987).

Rastline asimilirajo predvsem anorganske oblike dusika. Lahko pa pride tudi do
direktnega vnosa organskih snovi (npr. uree) v rastline brez predhodne hidrolize,
vendar je ta proces pocasnejSi (Harper, 1984). Pri nekaterih rastlinah pa topni
organski dusik predstavlja primarni vir prehrane z dusSikom, predvsem v naravnih
sistemih, kjer je mineralizacija prepoCasna, da bi oskrbovala rastline z dusikom
(Barak in sod., 1990; Chapin in sod., 1993; Warman in Isnor, 1989).

Ceprav je v zadnjem ¢asu vse veé raziskav v povezavi s topnim organskim dusikom,
je njegova vloga v dusikovem krogotoku in pri prehrani rastlin Se vedno zelo nejasna
in zato zanimiva za nadaljnje Studije. Z razvojem metod za doloCanje topnega
organskega dusika v zemlji pa bomo hitreje razjasnili neznana vprasanja.

Na Kmetijskem institutu Slovenije smo v ta namen vpeljali metodo dolo¢anja topnega
organskega dusika v zemlji in jo verificirali. Izhajali smo iz predpostavke, da je topni
organski duSik, ki ga ekstrahiramo iz zemlje z 0,01 M razt. CaCl,, najverjetnejsi
pokazatelj organskih oblik dusika, ki se mineralizirajo in so rastlinam dostopne.
(Houba in sod., 1987).
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2 METODE DELA IN MATERIALI
2.1 Priprava vzorca

Vse vzorce zemlje, ki smo jih analizirali, smo homogenizirali, nato pa v priblizno 300 ml
plasticne steklenice zatehtali 50 g svezega vzorca, prelili z 200 ml 0,01 M razt. CacCls,.
PlastiCne steklenice z vzorcem smo stresali na stresalniku 1 uro. Ekstrakt smo filtrirali preko
filter papirja (Schleicher& Schuell 589°%). Preostanek je bila raztopina, ki smo jo analizirali
(Hoffman, 1991).

Vsebnost lahko topnega organskega dusSika v vzorcih smo ugotovili z merjenjem na
segmentiranem preto€nem analizatorju — SFA (Bran+Luebbe, Alfa Laval).

2.2 Dolocanje skupnega topnega dusika

Skupni topni duSik (STD) imenujemo vse organske in anorganske oblike du$ika, ki jih
ekstrahiramo iz zemlje z 0,01 M razt. CaCl,.

Princip dolo¢anja skupnega topnega duSika na segmentiranem pretoCnem analizatorju je
sledec:

V SFA sistemu se v prisotnosti kalijevega peroksidisulfata (K,S,0g) razkrojijo lahko
razgradljive organske spojine, ki se z 0,01 M razt. CaCl, ekstrahirajo iz zemlje. Amonijevi ioni
(NH4"), nastali pri razkroju organskih spojin in tisti, ki so od zadetka v ekstraktu zemlje, se
oksidirajo v nitratne ione (NOj3) s sulfatnimi radikali, ki nastanejo pri fotoliticnem razkroju
kalijevega peroksi disulfata (K>S.Og). Nitrat se nato s hidrazinijevim sulfatom reducira v nitrit,
katerega dolo¢amo fotometricno. Najprej pote€e Sandmeyerjeva reakcija, oz. diazotiranje
aminske skupine (-NH,) na sulfanilamidu v prisotnosti nitritnega iona (NO") v kislem mediju.
Nastala diazonijeva sol se veZze na N — naftiletilen diamin (NEDD) na mesto 4, pri ¢emer
nastane rdeCe azo-barvilo, ki ima maksimalni absorbcijski vrh pri valovni dolZini 520
nm.(Houba in sod., 1999, Smart in sod., 1981).

Razlika med skupnim topnim dusikom (STD) in mineralnim dusikom -N,i, (NO3=N, NO,-N in
NH,"-N) nam da vrednost topnega organskega dusika (TOD).

Mineralne oblike duSika izmerimo lo¢eno od skupnega topnega duSika na segmentiranem
pretocnem analizatorju. Procesno shemo za doloCanje skupnega topnega duSika (STD)
prikazujemo na sliki 1.
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Slika 1: Procesna shema za dolo¢anje skupnega topnega dusika z SFA tehniko
Figure 1: Flow diagram for total soluble nitrogen determination by SFA
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Raztopine, smo pripravili po navodilih, ki jih predpisuje proizvajalec segmentiranega

pretoCnega analizatorja (AutoAnalyzer Applications, G-086-93).

Preglednica 2: Priprava raztopin za dolo¢anje skupnega topnega dusika v zemlji

Table 2:

Preparation of the solutions for TSN measurements

Raztopine

Priprava raztopin

Pufer-razt. natrijevega
tetraborata in natrijevega
hidroksida

NayB407-10 H,0...32,14 g
NaOH...4 g
dest. voda ...do 1l

Razt. kalijevega peroksidisulfata

Kzszos. . 4g
dest. voda ...do 200 ml

Razt. natrijevega hidroksida in
tetra natrijevega difosfata

NaOH...6,3g
Na4P207-1 0 HQO . 4g

dest. voda ...do 1l
CuS045H,0...1,2¢g
dest. voda...do 100 ml

Vodna razt. bakrovega sulfata

ZnS0,47H,0...3,36 g
dest. voda...do 100 ml

Vodna razt. cinkovega sulfata

hidrazinijev sulfat...1,5 g

razt. CuSO,45H,0...0,5 ml (zgoraj navedena
razt.)

razt. ZnSO,47H,0...9,2 ml (zgoraj navedena
razt.)

dest. voda ...do 500 ml

sulfanilamid...5g

Razt. hidrazinijevega sulfata

Razt. sulfanilamida

HCI....75 ml
N-naftiletilen diamin dihidroklorid (NEDD)...0,25
g

dest. voda ...do 500 ml
R-O-(C,H;0)x-H.....20 ml
dest. voda....... do 100 mi

Brij (Bran+Luebbe, no. 781244)

Standardna razt. KNO;
(1000 mg N/I)

2.3 Verifikacija analitskega postopka

Verifikacijo postopka dolo€anja skupnega topnega dusika smo opravili na vzorcu tal, ki smo
ga posusili pri T = 40°C, nato pa presejali skozi 5 milimetrsko sito.

Za verifikacijo metode smo morali zagotoviti to¢nost metode, ponovljivost rezultatov meritev

znotraj enega dne in med dnevi ter mejo zaznavnosti in mejo kvantitativne doloc€itve (Miller in
Miller, 1988).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA
3.1 Vpeljava metode skupnega topnega dusika v tleh
Ker je proces dolocanja skupnega topnega dusika zelo kompleksen, smo med analizo

stalno preverjali izkoristke reakcij (oksidacijo amonijevih do nitratnih ionov ter
redukcijo nitratnih do nitritnih ionov).
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Za preverjanje stopnje oksidacije smo pripravili standardne raztopine aminokislin in
nizkomolekularnih aminov (EDTA, secnina, glutaminska kislina, glicin, NH4Cl,
fenilalanin). Stopnja oksidacije je bila pri vseh vzorcih organskih spojin med 95 in
100%.

Stopnjo redukcije nitrata v nitrit smo preverjali s stopnjo odzivov nitratnega in
nitritnega dusika enake koncentracije (2 mg N/1). Kot rezultat smo dobili 97 do 102 %
stopnje odzivov.

3.2 Verifikacija metode za dolo¢anje skupnega topnega dusSika v zemlji

Za izratun topnega organskega duSika (TOD) smo wvalidirali metodo dolocanja
skupnega topnega dusika v zemlji (STD). Topni organski duSik je razlika med
skupnim topnim dusikom in mineralnim dusikom. To¢nost rezultatov analiz skupnega
topnega dusika smo potrdili z analizo vzorcev iz mednarodne medlaboratorijske
primerjalne sheme WEPAL (Wageningen Evaluating Programme for Analytical
Laboratories) (van Dijk in Houba, 2000).

Preglednica 3: Tocnost rezultatov analiz skupnega topnega dusika (STD) v zemlji

Table 3: Accuracy of the results (TSN in soil)
Medlborat. Povpredje  Stand. odmik  Minimum  Rezultat KIS  Maximum Komentar
primerjava  (mg Nsk/kg)  (mg Nsk/kg)  (mg Nsk/kg)  (mg Nsk/kg) — (mg Nsk/kg)

ISE 1998.4 91,1 5,43 80,3 96,6 102 rezultat je tocen
ISE 1998.4 12,3 2,75 6,84 11,6 17,8 rezultat je tocen
ISE 1998.4 4,56 2,02 0,52 4,12 8,60  reculiat e iocen
ISE 1998.4 57,6 3,79 50,0 60,0 65,2 rezultat je tocen
ISE1999.1 76,8 14,0 48,9 85,8 1048  rezuliat je tocen
ISE 1999.1 18,2 3,51 11,2 16,2 25,2 rezultat je tocen
ISE 1999.1 31,1 3,66 23,8 31,9 38,5 rezultat je tocen
ISE 1999.1 121,5 12,8 95,9 129 147,1  rezultat je tocen
ISE 20003 238 332 17,2 20,9 30,5 rezuliatje focen
ISE 20003 70,5 429 61,9 76,1 79,0  rezultatje tocen
ISE2000.3 27,7 3,48 20,8 27,1 34,7 reuliatje tocen
ISE2000.3 92,6 9,59 73,4 90,6 111,8  recultat je tocen
ISE 20004 98,0 16,1 65.8 91,7 130 rezuliat je tocen
ISE 2000.4 243 8,11 8,11 15,8 40,6 rezultat je tocen
ISE 2000.4 34,3 6,49 21,3 31,2 47,3 rezultat je tocen
ISE20004 216 5,84 9,89 16,2 333 rezuliatje tocen
ISE 2001.1 25,2 5,56 14,0 31,9 36,3 rezultat je tocen
ISE2001.1 91,6 15,3 60,9 1060 1222  rezuliatje tocen
ISE2001.1 11,6 1,12 9,35 11,4 13,8 reculiat je tocen
ISE 2001.1 80,5 14,3 52,0 102,0 109,0  rezuitatje tocen

Povprecna vrednost je znotraj WEPAL primerjalne sheme statisticno obdelana kot
srednja vrednost vseh objavljenih rezultatov. Minimalna in maksimalna vrednost je
izracunana kot povprecna vrednost + 2*c.
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Vsi rezultati so bili v intervalu med minimalno in maksimalno dopustno vrednostjo,
torej so tocni (preglednica 3).

Za dolocitev ponovljivosti rezultatov analiz znotraj enega dne smo analizirali
vzorec zemlje (posusen in homogeniziran) v Sestih ponovitvah.
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Slika 2: Ponovljivost rezultatov analiz, dobljenih v 1 dnevu (metoda dolocanja
skupnega topnega dusika v zemlji)
Figure 2: Repeatibility of the results (TSN in soil)

Povprecna vsebnost skupnega topnega dusika med dnevi je bila 50,4 mg/kg zemlje,
standardni odmik pa 0,5 mg/kg. Vrednosti analiz, ki smo jih opravili znotraj enega
dne so bile v okviru dveh standardnih odmikov (rezultati meritev so ponovljivi).

Za dolocitev ponovljivosti rezultatov analiz med dnevi smo analizirali 1 vzorec
zemlje v treh ponovitvah, Sest dni zaporedoma.
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Slika 3: Ponovljivost rezultatov analiz, dobljenih med dnevi (metoda dolocCanja
skupnega topnega dusika v zemlji)
Figure 3: Reproducibility of the results (TSN in soil)
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Povprecna vsebnost skupnega topnega dusika med dnevi je bila 50,0 mg/kg zemlje,
standardni odmik pa 0,6 mg/kg. Vrednosti analiz, ki smo jih opravili med dnevi so
bile v okviru dveh standardnih odmikov (rezultati meritev se ponovljivi).

Za doloc¢itev meje zaznavnosti (LOD) in meje kvantitativne dolocitve (LOQ)
dolocanja STD v zemlji smo naredili umeritveno krivuljo v obmoc¢ju od 0 do 2 mg/I.

Preglednica 4: Umeritvena krivulja za dolocitev LOD in LOQ (STD)

Table 4: The regression curve, applied for determination of LOD and LOQ
(TSN)
Pripravljene koncentracije| Izmerjene koncentracije
stand. raztopin stand. raztopin
STD (mg /1) STD (mg /1)
0,000 0,001
0,400 0,398
0,800 0,791
1,200 1,231
1,600 1,592
2,000 1,991
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Slika 4:  Umeritvena krivulja za dolo¢itev LOD in LOQ (STD)
Figure 4: The regression curve, applied for determination of LOD and LOQ (TSN)

Ker korelacijski koeficient (0,9996) potrjuje visoko stopnjo linearnosti v
koncentracijskem obmocju od 0-2 mg /I, smo lahko to premico uporabili za
umeritveno krivuljo pri dolo¢anju LOD in LOQ. Za izratun LOD smo vzeli raztopino
z najnizjo mozno koncentracijo, ki je dala signal, razliCen od 0. To je bila
koncentracija slepega vzorca. Rezultati 10 paralelk so podani v preglednici 5.
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Preglednica 5: Vrednosti LOD in LOQ za analizo skupnega topnega dusika v zemlji
Table 5: The values of LOD and LOQ for determination of total soluble
nitrogen in soil

Vzorec STD
(mg/)

1 0,000

2 0,004

3 0,020

4 0,005

5 0,001

6 0,015

7 0,007

8 0,013

9 0,007

10 0,000

povprecna vsebnost, mg/1 0,007
standardni odmik (SD), mg/I 0,007
meja zaznavnosti (LOD), mg/l 0,020
meja kvant. dolo¢itve (LOQ), mg/l 0,068

Pri zatehti vzorca 20g zemlje /200 ml ekstrakcijske raztopine sta vrednosti LOD in
LOQ:
LOD = 0,20 mg/ kg semlje in  LOQ = 0,68 mg/ kg ,emlje

3.3 Uporabnost vpeljane in verificirane metode v praksi

Scharpf in Wehrmann (1975) sta Nyin analizo v sedemdesetih letih zacela uvajati v
kmetijsko prakso kot podlago za usmerjanje gnojenja pSenice z dusikom. V Sloveniji
smo z raziskavami uporabnosti Ny, analiz priceli koncem osemdesetih let (Bavec
1992, Briski in sod.,1995). Nadgradnjo omenjenih raziskav predstavlja vpeljava
analiz skupnega topnega dusika in topnega organskega dusika (Houba in sod., 1987).
Ker Npin predstavlja le manjsi delez skupnega dusika v tleh (W.S. Wilson in sod.,
1999), je seveda nujno potrebno tudi poznavanje osnovnih zakonitosti STD in TOD v
krogotoku duSika v tleh. S poznavanjem razmerij med mineralnim in topnim
organskim dusikom v tleh lahko pridobimo pomembne podatke o koli¢ini dusika, ki je
trenutno rastlinam dostopen (Ny,y), ter podatke o koli¢ini dusSika, ki bo tekom rastne
dobe rastlinam $ele postal dostopen (TOD).

Dinamiko ter medsebojna razmerja Npj, in TOD v tleh smo v letih 1998-2000
raziskovali na gnojilnih poskusih v koruzi v treh fazah rasti in sicer pred setvijo, v
fazi dognojevanja (7. do 9. list) ter po spravilu pridelka. Kot primer uporabnosti
vpeljane in verificirane metode meritev topnega organskega duSika v tleh
prikazujemo ugotavljanje razmerij med TOD in Ny, v tleh na Stirih poskusnih
lokacijah po Sloveniji (preglednica 6 in slika 5). Rezultati so predstavljeni samo na
tistih postopkih, ki vse leto niso bili gnojeni z dusikom (kontrolne parcele), zaradi
Cesar so takSne parcele najboljSi pokazatelji zalog duSika v tleh tekom rasti posevka
koruze.
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Primerjava N, in TOD na kontrolnih parcelah kaze na dejstvo, da je raven Ny, in
TOD v fazi dognojevanja v zacetku meseca junija visja kot pred setvijo koruze konec
meseca aprila. Izjema je le parcela v SodiSincih. Pojav razlagamo s povecano stopnjo
mineralizacije v mesecu maju, ki jo povzroci visja temperatura ter mikrobioloska
aktivnost tal. Zaradi tega se v mesecu maju sprostijo iz tal vecje koli¢ine Npi, in
TOD, ki pa jih koruza zaradi nizke potrebe po N do faze dognojevanja ne izkoristi v
celoti. Zaradi tega ne priporoCamo gnojenja s pretiranimi odmerki N Ze ob setvi.
Vsebnost Npmin in TOD je po spravilu pridelka jeseni precej nizja, kar gre pripisati
predvsem odvzemu N s pridelkom koruze iz tal.

Preglednica 6: Vsebnost N, in TOD v tleh v razli¢nih fazah rasti koruze

Table 6: The content of Ny, and SON in soil in different growing phases of maize
Setev Dognojevanje Spravilo
LOkaCija Nmin TOD Nmin TOD Nmin TOD
Sodisinci 131 52 199 21 36 24
Skrjange 100 13 145 44 45
Groblje 26 3 42 7 20 1
Gaberke 99 6 149 33 28 17
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Slika 5:  Primerjava vsebnosti Ny, in TOD v tleh v treh razli¢nih fazah rasti koruze
Figure 5: The comparison of the values of Ny, and SON in soil in three different
growing phases of maize

Primerjava vsebnosti TOD in STD (STD = TOD + Nuin) kaze na dejstvo, da je
vsebnost N, v tleh precej visja od vsebnosti TOD. Na kontrolnih parcelah je v vecini
primerov delez TOD glede na STD znasal najve¢ 29 %, pred dognojevanjem 23 % ter
ob spravilu pridelkov 39 %. Seveda pa so med lokacijami bistvene razlike, kar gre
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pripisati predvsem razli¢nim klimatskih pogojem, pedoloskim lastnostim tal (globina,
tekstura, organska snov..) ter nafinu gnojenja v preteklosti (predvsem s staliS¢a
gnojenja z zivinskimi gnojili). Zaradi tega nasi prvi rezultati kaZzejo na dejstvo, da so
razmerja med TOD in Ny, specifi¢na za posamezne parcele, cemur bo v nadaljevanju
obdelave pridobljenih podatkov namenjeno Se ve¢ pozornosti.

4 ZAKLJUCKI

V okviru raziskovalnega projekta, kjer smo na osnovi vsebnosti mineralnega in
topnega organskega dusSika v zemlji v doloCenem casovnem obdobju nacrtovali
gnojilne odmerke, smo vpeljali in verificirali analitske postopke za dolocanje
skupnega topnega dusika (STD), izmenljivega v 0,01 M razt. CaCl,. Ta nam je sluzil
kot osnova za izracun topnega organskega dusika (TOD), katerega smo raziskovali.

Metodo za dolocanje skupnega topnega duSika smo vpeljali na segmentiranem
pretocnem analizatorju - SFA (Segmented flow analyser).

Ker postopek vkljuéuje razkroj lahko razgradljivih organskih snovi v NH," ione in
oksidacijo tako nastalih, in Ze prisotnih NH," ionov v raztopini do NO;™ ionov, smo
stopnjo oksidacije preverjali z nekaterimi nizkomolekularnimi organskimi spojinami
(EDTA, seCnina, glutaminska kislina, glicin, fenilalanin, NH4Cl). Stopnja oksidacije
je bila pri vseh vzorcih organskih spojin med 95 in 100%.

Stopnjo redukcije nitrata v nitrit smo preverjali s stopnjo odzivov nitratnega in
nitritnega duSika enake koncentracije (2 mg N/1). Kot rezultat smo dobili 97 do 102 %
stopnje odzivov.

Z verifikacijo vpeljane metode smo ugotovili, da so rezultati analiz skupnega topnega
dusika po standardni metodi toc¢ni in natancni. Ponovljivost rezultatov znotraj enega
dne smo dokazali z analizo homogeniziranega vzorca zemlje, ki smo jo izvedli v
Sestih ponovitvah v enem dnevu. Ponovljivost rezultatov med dnevi pa smo preverili z
analizo vzorca v treh ponovitvah, 6 dni zaporedoma. Vrednosti analiz so bile v obeh
primerih v okviru dveh standardnih odmikov.

Tocnost meritev skupnega topnega dusika smo dokazali s sodelovanjem v mednarodni
medlaboratorijski primerjalni shemi WEPAL (Wageningen Evaluating Programme for
Analytical Laboratories, Nizozemska).

Uporabnost vpeljane in verificirane metode smo na Kmetijskem institutu Slovenije
preizkusili v sklopu raziskovalnega projekta sonaravne prehrane poljscin z duSikom.
Z meritvami TOD in Ny, v tleh skuSamo s pomoc¢jo gnojilnih poljskih poskusov
izboljsati kakovost priporocil za gnojenje polj$¢in (koruza, pSenica) z N v razli¢nih
pridelovalnih in klimatskih pogojih Slovenije.
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