Noévénymintak nitrattartalmanak meghatarozasat
befolyasol6 tényezok vizsgalata

THAMM FRIGYESNE

MTA Talajtani és Agrokémiai Kutatd Intézete, Budapest

Oldatokban 1év8 nitrationck meghatirozdsira - killéndsen az autcanaliza-
torok elterjedése 6ta - a GRIESS &s ILOSVAY &ltal, a nitritionock min®ségi
kimitatdsara kidolgozott, igen specifikus szulfanilsav + l-naftilaminos
reakcié kiilénféle véltozatai terjedtek el. Ezek k&ziil is a szulfanilamid
+ N-(l-naftil-)etilén-diamin-diklorid (=NMED) reagenst alkalmazzik a leg-
szélesebb kirben. A szinképzd reakeid - mely ennek a meghatirozdsi eljéras-
nak az utolsd lépése ~ azon alapszik, hogy a nitritionck savanyd k&zegben
diazotaljak a szulfanilamidot &s a keletkezett diazovegylilet a NNED-del vo-
r6s szinl azofestéket képez. A szinreakcid gyorsan megy végbe, s a keletke-
zett szipes vegylilet meglehetBsen széles koncentricié-tartomfnyban kéveti
a Lambert-Beer-ttrvényt.

Ha ugyanezzel a szinreakcidval nitrationckat kivinunk kimutatni, akkor
ezeket eldzetesen nitrittd kell redukdlni. Az irodalomban taldlhatd adatok
szerint jelenleg a kémiai redukdldszerek k&ziil a fém cinket, a fém kadmiumot
/Onmagéban és rezezett akakban is/ és a hidrazinszulfatot, a bioldgiai re-
dukalészerek kéziil pedig a nitrat-reduktdz enzimkészitményeket hasznilijdk
erre a célra. A nitrationck meghatirozdsival - igy a redukcidjukkal kapcso-
latos ircdalmat kordbbi kozleményemben foglaltam Sssze /THAMMNE, 1987/1988/.

Kisérleti rész

E mbdszer adaptilasénak problémii a kisérleti munka sordn két kérdés
koril csoportosultak:

1. Hogyan lehet a meghatirozéshoz megfeleld névényi kivonatot készi-
teni? és

2. milyen redukdlészerrel, milyen feltételek mellett lehet a nitrdt-
ionckat meglehetSsen nagy ardnyban és egyben reprodukalhatdan nitritionok-
k& redukdlni?

A kisérletek sorén a két kérdés megoldisa folyamatosan Ssszekaposold-
dott, az attekinthetSség kedvéért azonban igyekeztem szétvalasztani a két
problémakdrt.
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Révényt kivonatok készitése

Az irodalomban taldlhaté leirdsck szerint tobbféle kivondszert hasz-—
nalnak a nitratok névényi anyagokbdl tOrténd kivondsara. Ezek kozill — mivel
a nitratok szcbah@mérsékleten is jd1 oldddnak vizben - kivondszerként a
desztillalt viz mellett déntéttink.

A bemért minta nagysdgara és a kivondszer mennyiségére vonatkozdan is
sock eltérd adatot lehetett taldlni. Munkankat a NOVOZAMSKY és munkatdrsai
/1983/ &ltal javasolt mbédon, O,5 g szdraz, dardlt névényi mintdhoz 50 cm3
desztillalt vizet adva /1:100 ardny/ kezdtiik el. A mintdkat a lehetd leg-
révidebb ideig - ez a gyakorlatban sorozatvizsgalatokndl 30 perc — kor-ko-
r0s razdgépen razattuk, majd sziirtiik.

Az igy késziilt kivonatok nitrattartalmét nemcsak desztillalt vizes
NOj-standardsor segits@gével, hanem - ellen®rzésképpen - addicids mddszer—
rel is meghatiroztuk. Az addicids mddszernél a kivonatok azonos térfogatu
aliquotrészeihez ugyanannyi nitratot adtunk, mint a desztillidlt vizes stan-
dardsor egyes tagjaihoz. Ekkor azonban azt tapasztaltuk, hogy egységnyi
NO3-mennyiség - a vizsgdlandd névényi anyagtdl, s igy a kivonatban 1&vE
egyéb anyagoktdl fliggBen - kisebb mértéki extinkcid-emelkedést eredményezett,
nint a desztillalt vizes KNO3-oldatok esetében. Igy nem kaptunk a desztil-
lalt vizes NO3—standardsor kalibracids egyenesével parhuzamos gorbesereget,
hanem /a csak a névényi kivonatot tartalmazd oldat extinkcidjénak levonisa
utén/ a desztillalt vizes kalibricids egyenes alatt elhelyezkedd, egymastdl
is eltérd meredekségll egyeneseket.

mmikor a ndvényi kivonatokbél egyre kisebb térfogatokat haszndltunk
fel a meghatarozashoz, akkor a KNO3-oldat hozzdadasaval elBallitott kalib-
racids egyenesek egyre meredekebben emelkedtek, s érthet® mbdon, a segitsé-
giikkel kiszamitott nitrattartalom ugyanannal a mintdnal egyre nagyobbnak
adédott. Ezt a kivonatba keriilt zavard anyagock mennyiségének cstkkenésével
lehet magyardzni.

Az 1:100 kivonAsi ardnyt tehat tagitani kellett, amennyire ezt labora-
toriumi technikénk megengedte. Igy jutottunk el végiil a jelenleq hasznalt
0,5 g névényi anyag/400 cm3 desztilldlt vizzel készitett kiwvonathoz. 2z 1.
tablazatbdl az is l&thatd, hogy ha a téményebb kivonatckbdl az 1:800 ardnyu
kivonatnak megfeleld hfgltast készitiink, akkor a vizsgalt novényminta nit-
rattartalma megkdzelitden azonosnak adédik.

A "kalibracids egyenesek" lefutédsa azonban még ennél az igen tag arany-
nal sem teljesen fliggetlen a meghatirozdshoz felhasznilt aliquotrész mennyi-

_ 1. tdbldzat
Buzandvény NO3-N—tartaJma tAguld kivonasi
aranyokkal késziilt kl.vonatokban, ill. a
legtagabb aranynak megfeleld higitassal
készitett oldatokban (mg NO3~N/g)

3/

1 12/ [ .

Kivondsi  Higitatlan 22 ;rzgo k]l"r?g;_
FRenr Kivoriarbel felelden higitott

kivonathol

1 : 800 1,56 1,56

1 : 400 T35 1,58

1 : 200 0,52 1,42

1:10 0,28 1,46
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ségétdl, illetve a mintdk NOg-N-tartalmatél. Az 1:800 ardnyd kivonatokbol
is csak 0,5-1,0 am3-nyi - nagyon kevés nitrdtot tartalmazéd mintdk esetében
esetleg 2 an’-nyi - kivonatot lehet a meghatirozdshoz felhasznalni.

A nitrdtionok redukeidjdnak vizsgdlata

A redukcids folyamat korilményeinek és technikdjanak vizsgilata c&lja-
b5l eleinte desztillalt vizes KNO,-oldattal végeztiik a méréseket. A vizsga-
latok soran kizardlag kémiai redulzélészerekkel dolgoztunk.

A Zn-poros redukcidt FRIES és GETROST [1975/ lefrdsa szerint végeztiik
el. Az eldirt koriilmények gondos betartdsa ellenére, tébbszor negismételve
az eljarast, nem sikerililt a vizsgalt oldatock NOz-tartalmival linedrisan nd-
vekvd, joOl reprodukdlhatd extinkcid-értékeket kapni. Ennek oka felteheten
- amint erre HEANES [1975/ is felhivta az analitikusok figyelmét ~, hogy
csak megfeleld tisztasdgi foku Zn-por-készitményekkel lehet reprodukalhatéd-
an dolgozni, ilyen készitmények pedig nem alltak rendelkezésiinkre.

A cinknél megbizhatébb reduldlészer - az irodalmi adatck alapjan - a
fém kadmiwm. Vizsgalataink alapjaul az AQAC-mbdszerkényvben [1970/ 1&v6 le-
iras szolgdlt. A Cd-szemcséket CASO4-oldatbdl Zn-lemezek segitségével nyer-—
tik, majd a 0,4-0,8 mm &tmérdil szemcséket elkiilénitettik, s a redukild osz-
lopokat ezekkel t&ltottik meg.

A Cd-oszloppal végezve a redukcidt, akkor értiik el a legjobb redukdlo-
hatast, amikor a vizsgalandd oldatokat a kb. 1 cm &tmérdid és 10-12 cm magas
oszlopokon 3-5 cm3/perc sebességgel engedtik at. 2 cm3jpercre csOkkentve az
atfolyasi sebességet, az eredmények csak jelentéktelen mértékben javultak,
viszont az elemzéshez szikséges 1d6 annyira megnyult, hogy nagyobb /50-60
mintabol allé/ sorozatokat mir nem lehetett egy nap alatt redukalni. Ha vi-
szont 5 cm3/perc f6lé emeltikk az atfolyasi sebességet, akkor a redukcid ha-
tasfoka jelentSsen csdkkent. A 3-5 cm3/perc atfolyasi sebességet és az
ACAC-mbdszerktnyv eldirdsait betartva, j& hatdsfokkal /NaNOp-standardolda-
tokhoz viszonyitva atlagosa 98,8 %-ban/ lehetett a vizes oldatok NOy-tar-
talmat redukalni.

Tohb szerztnek az a véleménve, hogy a rezezett Cd-szemcsék jobban re-—
dukdljak a nitratot, mint a kadmium egymaga, ezért Cu-Cd-szemcsékkel +51-
tott oszlopokat is készitettiink. Ezek az oszlopok azonban csak 60-80 $-at
redukdlték a desztillalt vizes KNO;-oldatok NOj-tartalminak.

A Ca-oszlopokkal j6 hatasfokkal lehet a nitrationckat redukéalni, azon-—
ban ez az eljérds idS- és munkaigényes. Ahhoz, hogy egy 60-80 mintabdl A116
sorozatot redukdlni lehessen, feltétleniil tSbb /3-4/ oszloppal kell egyide-
jlileg dolgozni. Az oszlopok atfolydsi sebességét nem lehet teljesen azonos-
ra bedllitani, s az oszlopok redukildképessége a hasznilat soran csokken,
ezért munkanaponként mindegyik oszlopon a vizsgilandd oldatokon kiviil még
egy — legaldbb 4 tagbdl 4llé - standardsorozatot is kell redukalni. Egy-eqgy
minta redukciéjéhoz /az oszlop Atmosdsit is beleszamitva/ 15-20 perc sziksé-
ges, {9y egy munkanap folyamin egy-egy oszlopon legfeljebb 25 minta redukal-
hatd. Az eddigieken feliil az oszlopokkal végzett munka a laboratdriumban
dolgozdtdl fokozott figyelmet kivan és allandd helyhez kotOttséget jelent.

Az emlitettek miatt tértiink rd a hidrazinszulfdital vigzett redukcidra.
A hidrazinszulfat - bir irodalmi adatok szerint a NO3-ionoknak csak 50-85
$-at redukalja - a laboratériunl munkat tekintve szimos eldmyel rendelkezik
a fémes redukildészerekkel szemben: oldat alakijdban adhatd: redukeid utan
nem kell a vizsgdlandd oldatt6l elvAlasztani; esetleges feleslege aceton
hozzdadasara elbomlik; s eléggé gyenge redukialészer ahhoz » hogy megfeleld
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koncentracidban alkalmazva és bizonyos feltételeket betartva a nitrationo-
kat csak nitritté redukalija, illetve a keletkezett nitritionokat nem, vagy
csak jelentéktelen mértékben redukalja tovdbb. Hatranya azonban, hogy a
vegyszer minBségétdl és a kiilss kériilményektBl fiiggen naponként eltérd ha-
tasfokkal mehet végbe a redukcit.

Az irodalamban talalhatd eltérd adatok, valamint a leirt mddszerekkel
kapott kalibraci6s egyenesek nem teljesen egyenes volta miatt a redukcid
fébb tényez®it részletesen megvizsgdltuk. Kiinduld pontként SAWICKI és
SCARINGELLI [1971/ desztillalt vizes oldatck, valamint MULLIN és RILEY
/1955/ a tengerviz nitrattartalménak meghatfrozésidra alkalmazott [nem auto-
analizatorra leirt/ médszere szolgdlt. Mivel a desztillalt vizes NO3-olda-
tokkal és a novenyl kivonatokat is tartalmazd NO,-standardsorral kapott
egyenesek irdnytangense nem volt azonos, a k&vetkezGkben ismertetett mérése-
ket lucernakivonathoz adott NO3—standardsorral végeztiik.

2 lucernakivonat készitéséhez 0,5 g széraz, dardlt lucernat 400 cm3
desztilladlt vizzel 30 percig razattunk, majd szdrés utan 1-1 cm3-t adagol—
tunk a NOj-standardsor minden tagjéhoz. A redukcid f&bb tényezdinek v1zsga~
latakor a” fotometralandd /szines/ oldatra szémitva 0-0,4 ng NO3-N,"c:m kon-
centracid-tartominyban végeztiik a méréseket.

Extinkcio
1,000+
ab)
1-1 mintdhoz adott redukdloszer .g) Ly
mennyisége: )
Qus0,- 5H,0 Hidrazin- NaCH
szulfat
af 200 ng 2mg  20mg
b 100 kg 2mg  20mg
c/ 50 ug 2 mg 20 mg
al 25 g 2 mg 20 mg :
e/ 12,5 ug 2mg 20mg //
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1. dbra
A CuS04- 51-1 0 mennyiségének hatésa a N03—1onok hidrazingzulfatos redukecid-
jara
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Extinkcio

1-1 mintahoz adott redukdldszer
vistge: u,)b)
g [
OJSD‘;ASHZO Hidrazin- NaOH -)
szulfat 4 ed
aj/ 50 ug 2mg BO0mg £ d)
b/ 50 ug 2mg 40mg S
c/ 50 ug 2mg 20mg Z L G
d/ 50 pg 2mg  0mg i P
e/ 50 ug 2 mg smg 4 0 s
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d A NaCH mennyiségének
— i hatdsa a NO,~ionck hid-
24 razinszulfafos redukcié-
& jara
T T 1 :
ol 0:2 03 0
ug ND3-N/em?
Extinkcid
1-1 mintdhoz adott redukilészer b)
mennyisége: el
QuS0,-SH,0 Hidrazin- NaoH i
110 a P
al 50 ug 8mg 20mg v a)
b/ 50 png 4mg  20mg
cf 50 pg 2 mg 20 mg
d/ 50 ug 1mg 20mg ,/-//
el 50 ug 0,5 mg 20 mg //
27
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/); S A hidrazinszulfat meny-
P nyiségének hatésa a NO,-
. ‘ : . ionok redukciéjara
01 0.2 0.3 0:4

Hg NO4 -N/cm?
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Extinkecio

1-1 mintdhoz adott redukildszer /;'?;

mennyisége: Sy
CusS0,-5H,0 EHidrazin- NaCH /./ //

szulfat <

al 200 ug 8 mg BO mg e 7

b/ 100 ug 4mg 40mg &

c/ 50 ug 2 mg 20 mg . /

a/ 25 g img lomg S/

0500+

005 04 015 0.2 0.3 0.6
11g NO3-N/cm?

_ 4. dbra
A redukdlédott NO;-ionok mennyisége a redukAlészerek memnyiségének valtoz-
tatdsa és ardnyuk 4llanddan tartasa mellett

A redukilodszerek memnyiségének és ardnyainak a redukcidra gyakorolt ha-
tasat az 1-4. &brén lathatjuk, A redukcithoz haszndlt hirom reagens kozil
a CuS0y-5H0 mennyiségének valtoztatdsa fejtette ki a legkisebb hatist a re-
rukcidra, csak a legkisebb /12,5 ng/ adag okozott jelentds cstkkenést a re—
dukalt nitrat mennyiségében /1. &bra/. A NaCH mennyiségének hatisa /2. &b-
ra/ mar jelentGsebb, kiilondsen az 5 és 10 mg-mos NaOH-adaghoz tartozd gtrbe
lefutésa hajlik el a nagyobb koncentrécidiju girbéktSl. A hidrazinszulfat
mennyiségének hatisa /3. &bra/ - amint ez varhatd is - a legjelentSsebb.
A legjobb volt a redukcid hatdsfoka [a legmeredekebb a gorbék emelkedése/,
amikor a redukdlandd oldat 2 ill. 4 mg hidrazinszulfAltot tartalmazott. Ttbb
/8 mg/, ill. kevesebb /0,5 és 1 mg/ hidrazinszulfat adagolasakor egyarént
rosszabb volt a redukcid eredménye.

Amikor a redukdlészerek aranydt allandéan tartva valtoztattuk mennyi-
ségilket, egyértelmiien a mintanként 50 ng CuS04-5H30-ot, 20 mg NaOH-ot és
2 mg hidrazinszulfatot tartalmazé redukalékdzegben redukiléatak a NOs-ionok
a legnagyobb mértékben. Ekkor kaptuk a legmeredekebb és legegyenesebb ka-
libraciés gtrbét /4. abra/.

A redukcidés folyamatot a raforditott idd és a redukcid alatt ferntar-
tott hmérséklet is jelentSsen befolyésclja (5. bra/. Magasabb htmérsékle-
ten rOvidebb idd alatt megy végbe a redukcid, de a 60-70 OC-on végzett re-
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Extinkcio

0500+

005 O 05 0.2 0.3 0
pg NO3-N/cm?

5. dbra
A honérséklet &s a redukcié idStartaménak befolyésa a redukalt NO;-N mennyi-
ségére. 20-24 “C: af 0,5 éra; b/ 1 éra; ¢/ 2 éra; d/ 20-24 éra; 38°C: ef 0,5
éra; £/ 1 dra; g/ 2 dra

dukciéndl jobban szértak az eredmények, mint a szobahtmérsékleten 20-23
o6rén at végzett redukcidndl. 38 Oc-cn 2 éra hosszat végezve a redukcidt kb.
azonos eredményeket kaptunk, mint amikor 20-24 drén at, szobahGmérsékleten
hagytuk &llni a redukcids keveréket. Sorozatvizsgdlatck végzésekor azonban
az utébbi redukciés idd csak latszdlag nyGjtja meg a meghatirozashoz szik-
séges iddt. Egy kb. 60 mintibdl 4116 sorozatndl u.i. az elsS munkanap vé-
gére fejezzikk be a redukaldszerek adagoldsat, s az éjszakal &llas utén, a
kovetkezd napon azonnal folytathatjuk a meghatdrozdst a szin elBhivasaval,
majd a fotometralassal.

A redukcid eldkészitése mmkaigényes, ezért MULLIN &s RILEY /1955/ ja—
vasolta a CuSO4°5H,0 és a hidrazinszulfat egy oldatbdl torténd adagolasat.
Ugyanakkor ilyen lépést mis analitikusck mddszerleirédsaikban schasem kdzdl-
tek, sOt SAWICKI és SCARINGELLI [1971/ szerint a CLISO4 - NaCH - hidrazin-
szulfat adagolasi sorrendet szigoruan be kell tartani. Megprobaltuk tehat a
vizsgalatckhoz haszndlt CuSOjp~ és hidrazinszulfat-oldatokat 1:1 aranyban
elegyfteni. EbbGl a reagensbGl 2 amd-t adagoltunk aztén a redukild egyednez.
A kapott eredmények jol egyeztek a kill®n-kiilén adagolt CuSO4q és hidrazin-
szulfattal kapott eredményekkel a 0-0,5 pug NO;-N/cm3 tartomanyban.

A redukcid befejezésekor a hidrazinszulfat feleslegének elbontisara a
manudlisan végzett meghatirozdsnal acetont adagolnak /MULLIN és RILEY,
1955/; FISHMAN et al., 1964; SAWICKI és SCARINGELLI, 1971/, autoanalizato-
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rokndl azonban KAMPHAKE é&s munkatArsai [1967/ javaslatira ez a 1épés el-
hagyhatd. A laboratdriumi munka csCkkentése &s a vegyszertakarékossag ér-
dekében ezt a kérdést is megvizsgaltuk. Az aceton elhagydsa utén a 0-0,5 ug
NO3-N/ o koncentracidé-tartominyban az extinkcid—értékek jol egyeztek az
aceton alkalmazasa mellett kapott értékekkel. A két eredmény kdzott szigni-
fikans eltérés nem volt.

A szineldhivdshoz sziiksdges reagens mennyisége ¢s a szin stabilitdsa

Takarékossagi okokbdl megvizsgaltuk a fotometridlasra keriil® azoszine—
z&8k képzBdéséhez szikséges vegyszerek mennyiségét is. SAWICKI és SCARINGELLI
/1971/ az &ltaluk megadott reagensben 1:5 NNED:szulfanilamid arényt hatéroz-
tak meg, s ebbll a reagensbtl 1-1 mintdhoz meglehetSsen nagy memnyiséget
/7,143 mg NNED-et &s 35,714 mg szulfanilamidot/ adagoltak. Vizscalatainknal
elBszOr a reagensek aranyat valtoztattuk /6. &bra/. A NNED mennyiségének
dllanddan tartasa mellett a szulfanilamid mennyiségét ndvelve a kalibracios
egyenesek meredeksége nbtt, s a legmeredekebb egyenest végiil is az 1:5 ara-
ny reagens adta. Ezért a kdvetkezd lépésben az 1:5 ardny megtartisa mellett
a reagensek 1-1 mintdhoz adott mennyiségét valtoztattuk. Ennél a mérésnél a
legnagyobb extinkcié-értékeket, tehdt a legmeredekebb kalibraciés egyenest

Extinkcio
X Rs

/
o3 R
£ PR

g
:

AR N
nwnounon
HERHRER

0,500

o1 012 0.3 04
g NOg-N/ecm?®

6. dbra

A szinelBhivashoz haszndlt reagens 6ssze‘§ételének valtoztatdsa. Ry = 1:1 =
0,5 g NNED + 0,5 g szulfanilamid 350 cm’® reagensben
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akkor kaptuk, amikor mint&nként 2,857 mg NNED-et és 14,286 mg szulfanilami-
dot /azaz az eredeti 5 cm3 reagens helyett 2 cm3-t/ adtunk.

A fotometralandd oldatok szinintenzitisa a reagensek hozzdaddsatdl sza-
mitva 0,5-4 érényi idStartam alatt dllandd volt. Masnap reggelre /kb. 20 6-
rai &l1as utdn/ a nagyobb NMO3j-koncentracidju oldatck extinkcidja kismérték-
ben fmax. 10 %-kal/ cs&kkent.

Az elemads eredményeinek kiszdnitdsa

Mint mAr emlitettik, az igen hig ndvényi kivonatokhoz adott NOy-oldatok
extinkcid-értékeivel felrajzolhatd kalibracids egyenes és a desztillalt vi-
zes ND3-oldatokkal kapott kalibrécids egyenes az esetek tilnyomd tSbbségé-
ben nem esik egybe. Ezért a desztillalt vizes standard-gdrbe segitségével
szamitott NOj~tartalom az &ltalunk vizsgalt névénymintaknal 1,1-1,6-szor
nagyobbnak adédott, mint az addiciés eljards segitségével szamitott NO3-=
tartalom.

Addiciés eljarassal azonban igen munka—, id6- és anyagigényes nagy-
szam mintat megelemezni [mert ez névénymintdnként 4 fotometralandd olda-
tot jelent/. Megclddst kerestiink tehat az addicids eljaras helvettesitésé-
re, elsBsorban azonos névérmyel végzett kisérletek névénymintdinak vizs-

2. tdbldzat )
Nowvénymintak NOB—N tartalma kiilénbdzd standardsorck segit-
ségével szamitva

13/
1 12/ A névénymintak NO3-N-tartalma, 19/
A ndvénymin- £ Mege g Njg
A HisgrEes lemzett /4] /5] /6] /8] 8zDc
Ry mintdk desztil- lucerna
2 Széma 1alt kivo- Lok addi-
nxif vizes natos cioval
171
standardsorrdl
a/ len 4 x 2 0,17 0,14 0,11 0,10 0,05
/z81d névény/
b/ lucerna Ix2 0,19 0,16 0,16 0,14 0,08
c/ Gszi buza 4x2 0,75 0,66 0,62 0,56 0,10
/2514 ndvény |
d/ széja 4x2 1,00 0,85 0,82 0,82 0,07
[level/
e/ kukorica Ix2 2,58 2,28 2,24 2,26 0,13
[z651d nvény /
£/ cukorrépa 4 x 2 2,70 2,49 2,39 2,42 0,13
[levél/
g/ paraj 1L a2 4,15 4,08 4,08 4,00 0,16
/holland
standard/

n = ndvénymintik szdma, i = ismétlések széma.
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galatanal. Az elCbb emlitett standard-sorck mellett ezért még két masik
standardsorral is meghatéroztuk a vizsgalt nivények NO3-tartalmét. Az egyik
standardsor ugy késziilt, hogy a vizsgalt azonos faji ndvénysk kéziil a var-—
hatban legkevesebb NO3~t tartalmazé névényminta kivonatat adagoltuk a NO3-
standardsor minden egyes tagjdhoz. [Ezt "O"-standardsornak neveztik./ A
masik esetben a laboratériuminkban az analizisek ellentrzésére hasznalt un.
standard lucerna /mely szintén igen kevés NO3-t tartalmaz/ kivonatat hasz-
naltuk fel a standard-gdrbe felvételéhez. *

A négyféle standardsor alkalmazhat8sigit gy ellendriztiik, hogy tobb-~
féle ndvénymintit [Gszi buza, kukorica, lucerna, cukorrépa, szdja, len/ ele-
meztink 2-2 parhuzamos beméréssel. A kivonatokra kapott extinkcid—&rtékek-—
bl mind a négy standardsorral kiszémitottuk a mintak NO3-N-tartalmit. A
kapott adatokat ndvényenként elkiilénitve variancia-analizissel értékeltik.
Az itt nem részletezett variancia-analizis szerint az egyes ndvények ada-
tain beliil a minta x mbédszer kdlestnhatisock nem voltak szignifikansak,
ezért a 2. tablazatban névényeként kdzdljlk az elemzések Atlagait. LAtha-
td, hogy a lucerna standardsorral és a "O"-standardsorral, valamint az
addiciéval kapott adatck 5 %-os valésziniiségi szinten nem térmek el szig-
nifikansan egymdstdl, mig a desztillalt vizes standardsorral kapott értékek
hét eset kdzlil Stben statisztikusan igazolhatéan nagyobbak.

Ezért abban az esetben, amikor kiil&nbdzd médon kezelt, de azonos faju
névények NO3-tartalmit akarjuk meghatirozni, az un. "O"-standardsor segit-
ségével hatarozhatjuk meg az eredményeket. Ha viszont eltérd névényekbdl
all a vizsgalandd mintaanyag, akkor valamelyik, kevés NO3~-t tartalmazé nd-
vényminta kivonatat célszerli a standardsor egyes tagjaihoz hozzdadni.

4 javasolt mddszer Gsszehasonlitdsa mds mddszerekkel

A javasolt eljaréds ellendrzésére kétféle Ssszehasonlitd vizsgalatot
végeztiink :

1. A fotometrids meghatirozassal kapott eredményeket vizgSzdesztilld~
lassal kapott eredményekkel hasonlitottuk &ssze. Ehhez 7 novénymintabsl
4-ismétlésben 1:100 ardnyu desztilldlt vizes kivonatokat készitettiink. A ki-
vonatokbdl a NOj-tartalmat higitis nélkill, Dewarda Stvbzettel végzett re-
dukcié és vizgbzdesztillalas utdn titralassal hatiroztuk meg., Ugyanezen ki-
vonatok masik részét 8-szorosra higitottuk, majd hidrazinszulfattal végzett
redukcid utan fotometrids uton hatdroztuk meg NO3-tartalmukat.

A kétféle médon kapott adatokkal végzett variancia—analizis eredménye-
it a 3. tablazatban foglaltuk Sssze: eszerint sem az egyes mintak kétféle
médon meghatarozott NOz-N-tartalma, sem ezek atlagai kdz&tt nem volt szig-
nifikans eltérés.

Ezen Osszehasonlitd vizsgélat misik részeként a ndvénymintak 1:100
aranyu kivonataihoz ismert mennyiségben NO3-ot adtunk két ismétlésben, s
a tovabbiakban a fent leirt médon jartunk &l. Ebben az esetben is varian-
cia-analizissel értékeltik az adatckat: sem a bemért &s visszamért NO3 meny-
nyisége kbzott, sem a kétféle eljirdssal [vizgGzdesztilldlas és fotcmeird-
las/ visszamért NO3-mennyiségek kiz&tt nem lehetett szignifikans eltérést
kimutatni.

2. Végiil a Wageningen-i Egyetem /Hollandia/ &1ltal kérelemzésre kiadott,
igen eltérd faju névénymintak [gabonafélék, z01dségfélék, tropusi ndvények,
diszndvények, stb./ altalunk mért NOz-N-eredménveit vetettik egybe az Egye-
tem Talajtani és Novénytaplalasi Osztalya Altal Osszesitett, &altaldban 15-20
laboratdriumbhdl szarmazd eredményekkel, Mindegyik laboratdrium az altala
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3. tdbldzat
Novénymintak NOy-N-tartalma desztilldlassal és fotometraldssal meghatdrozva

/2]
bh{i{:ak NO3-N-tartalom, mg/g 15}
jele 73] 74] #2hsh
desztillalassal fotometralassal
1. 2,70 2,65
2 2,96 3,13
o 4,56 4,74
4. 3,50 8,62 0;31
5. 4,28 4,46
6. 4,40 4,50
Ta 4,15 4,44
a/ Atlag 4,51 4,65 0,18

rutinszerfien alkalmazott médszerrel dolgozott. Az arkétmintdkat a kévetke-
zGkben leirt mbdszer szerint elemeztik. Az adatokat a NO3-N-tartalom nagy-
sdga szerint 4 csoportba soroltuk, majd variancia-analizissel értékeltiik,
melynek eredményeit a 4. tdblazatban foglaltuk 8ssze.

4. tdbldzat
Nemzetkozi ankétmintdk NO3-N-tartalma
/mg/g/
/1f 17/
Sajat mérési eredményeink A nemzetkdzi kbrelemzés adatai
2] /37 14/ /51 /6] 8/ 19/ 110/
NO5-N fgiit‘]i: lucer- addi- Minimum  Maximum Atlag
Ef;m S nas ciaesl SZDS% érték érték  [n=15-20/
standardrol

I. csoport [n=14/
a/ minimum 0,34 0,26 0,23 0.06 0,21 0,27 0,24
b/ maximmm 1,27 1,18 1,19 ! 0,78 1:I5 0,94
c/ atlag 0,64 0,52 0,50 0,02 0,35 0,51 0,43

II. csoport [n=10/
a/ minimum 1,38 1,18 1,16 0.49 1,08 1,30 1,19
b/ maxinumm 4,10 3,88 3,55 ’ 3,71 4,26 4,06
c/ atlag 2,28 2,04 2,01 0,16 1,76 2,38 2,05

III. csoport [n=10/
a/ minimum 4,26 4,19 3,99 0,44 3,93 4,55 4,34
b/ maximum 6,16 5,69 5,40 £ 4,90 6,37 5,67
¢/ atlag 5,02 4,84 4,80 0,14 4,10 5,33 4,71

IV. csoport /n=9/
a/ minimim 6,54 6,32 6,05 0.86 5,80 6,73 6,37
b/ maximm 9,60 9,43 10,10 & 8,62 10,53 9,56
c/ atlag 7,70 7,61 7,39 0,29 6,84 8,31 7,67



Mérési eredményeinket feldolgozva a ktvetkeztket allapitottuk meg. A
kis [kb. 4 mg NO3-N/g és ezalatti/ NOj-tartalmaknal a 2. téblazatban Sssze-
foglalt adatokndl mar emlitett tOrvényszeriiségeket tapasztaltuk, hogy a
desztillalt vizes standardsorral mechatarozott adatok nagycbbak, mint a
lucernds standardsorral kapottak, ezek viszont nagyobbak, mint az addicids
eljarassal szamitott értékek. A nagycbb [4-10 mg NO3-N/g/ NOjz-tartalmi min-
taknal a haromféle standardsorral szamitott adatok nagysagbeli sorrendje
mintardl mintdra valtozik.

Ha azt vizsgdljuk meg, hogy a kiilénbdz& laboratdriumck &ltal mért - és
elfogadott — minimalis és maximAlis értékekhez képest hogyan helyezkednek
el az Aaltalunk mért adatok, akkor azt latjuk, hogy a desztillalt wvizes
standard segitségével szémitott adatok kis [kb. 1,2-1,3 mg NO3-N/g/ NO3-tar-
talom esetében igen jelentSsen [1,3-l,4-szeresen/ meghaladjak a 15-20 la-
boratérium altal meghatirozott maximélis értékeket. Ha a mintdk NO3-N-tar-
talma meghaladja az 1,3 mg/g-mot, akkor a mért értékek a maximilis értékek
kortil - 0,9-1,05-sz0r0s savban - helyezkednek el.

Kis NOy-tartalmaknil /kb. 0,9 mg NO3-N/g-ig/ a lucernds standardsor-
ral szamitott adatok is nagycbbak a nemzetk®zi laboratériumok maximdlis ér—
tékeinél, de az eltérés kisebb mértékd (kb. 1,l-szeres/. 0,9 mg/g NO3-N-tar-
talom felett a lucernds standardsorral szdmitott eredmények £ként a nemzet-—
kozi adatok atlagértékei kériil - a 0,95-1,05-sz0rts savban — helyezkednek el.

Az addicids eljaras adataibdl szémolt NO3—N-tartalmak C,9 mg/g-ig 14
eset kdziil csak 5 esetben haladjdk meg a nemzetktzi laboratériumok maximilis
értékeit, s ekkor is csak kismértékben. A 0,9 mg NO3-N/g-nal t8kb nitratot
tartalmazd mintdk esetében a mért értékek a nemzetkSzi laboratdriumck mini-
milis és maximilis értékei kHzbtt helyezkednek el.

EbbSl kévetkezik — ha a relativ hiba jatssza a lénveges szerepet —,
hogy a kevés (kb. 1 mg NO3-N/g és emnél kevesebb/ nitratot tartalmazd névény-
mintdk vizes kivonatai esetében nem lehet desztillalt vizes standardsor se-—
gitségével kiszdmitani a mintfk NO3-N-tartalmit, hanem célszer(i addiciés el-
jarassal dolgozni, vagy, szikkség esetén lucernis standardsorral, tudomédsul
véve, hogy utdbbi esetben viszonylag magas értékeket fogqunk kapni. Ha a min-
tdk NO3-N-tartalma 1-4 mg/g kBzé esik, akkor mar desztillalt vizes standard-
sorral is dolgozhatunk, de megbizhatdbbak az eredmények, ha lucernds stan-—
dardsorral vagy addiciéval végezzik a meghatarozast. Végill a sck /4-5 mg/g
és ennél ttbb/ NO3-N-t tartalmazd mintdkndl a kétféle standardsort vagy az
addicids eljarast egyarant hasznilhatjuk a nitrattartalom meghatarozdsara.
Természetesen, ha az abszolut NO3-N-&rtékek a lényegesek, akkor a nagyobb
NO3~tartalmekndl is célszerli addicids eljarassal dolgozni.

Az ajdnlott modszer részletes ismertetdse

Nevdnyi kivonat kdszitdse

60 CC-on szaritott, dardlt, homogén névénymintdbdl 0,5 g-ot mériink be
500 cmi-es mifanyag palackba és 400 cm® desztillalt vizet adunk hozzd. A pa-
lackok lezardsa utén, szobahCmérsékleten, kor-kdrts razégéppel 30 percig
rézatjuk a mintdkat, majd szirjik /Macharey-Nagel MN 640 w, sziirke sziirGpa-
piron/. A szlirletlSl higitds nélkiil hatérozzuk meg a nitratot.
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A kivonat nitrdttartalmdnak meghatdrozdsa

1. 50 ug/am® CuSO4-5H,O oldat: eldszér 0,25 %-os CuSO4:5H,O /alt,/ oldatot
készitink, majd ezt 50-szeresre higitjuk /pl. 10 cm3-t 500 cmi-re t&l-
tink fel desztillalt vizzel/;

. 0,5 mol/l NaCH alt. oldat /20 g NaCH alt./l/;

. 0,2 % hidrazinszulfat [alt./-oldat;

. NNED + szulfanilamid reagens:

a/ N-(naftil-1-)etiléndiamin-dikloridbél (=NNED) /alt./ 100 cm®-nyi 0,5
%-0s desztillalt vizes oldatot készitink,

b/ Szulfanilamidbél /at/ 1:10 higithsi HCl-dal /alt./ 250 cm® 1 $-os
oldatot készitiink.
Az a/ és b/ oldat kiilén-kiilén 1-2 hétig is eltarthaté hiftSszekrény-
ben.

c/ Swineldhivashoz a meghatirozis napjin az a/ és b/ reagenst a mintak
szamAtol fliggd mennyiségben, 1:2,5 aranyban elegyitjik egymassal.

5. NO3—N-standard oldat:

aj 0,4512 g, 105 9C-on szarftott, alt. KNO3-t degztillalt vizzel 500
crmd-re oldunk. Ez az oldat NO3-N-re 125 ug/c:m3 koncentracidijd.

b/ Az 5/a alatti oldatbdl 50-szeres higitdst készitiink /2,5 ug NO3—N,/cm3,u'.

¢/ Az 5/b oldatbél 100 cm3-es normallombikckba sorra O - 2,5 - 5,0 -
- 10,0 - 15,0 = 20,0 - 25,0 - 30,0 - 40,0 cm3-t pipettazunk és desz-
tillalt vizzel jelig tdltjik.
A desztillalt vizes standardsor elkészitéséhez mindegyik normallom-
bikbdl 20 cm3-t pipettdzunk ki 50 cmi-es normallombikokba, majd a né-
vényi mintdk meghatirozdsanil leirt mdédon jérunk el a tovakbiakban.
Ha ndvényi kivonatot is tartalmazd standardsort készitiink /lucernas
vagy "O"-standardsor/, akkor az 50 cm3-es normAllombikckba a fenti
20-20 cm3-nyi standardtagokon kiviil a ndvényi kivonatbdl annyi cm3-t
adagolunk a lombikckba [0,5-2,0 cm3 kdzdtt/, amemnyit a meghatirozas-
hoz a t&bbi novényi kivonatbdl is fel fogunk haszndlni, majd a nové-
nyi mintdk meghatirozasanal lefrt médon jarunk el.

d/ Az addicids eljarashoz az 5/a alatti oldatot /125 Hg/cﬂ'ﬂB /| 100-szoros-
ra higitjuk. Az igy kapott 1,25 ug NO3-N/cm3-es oldatbhdl £5/d/ 1 41l
2 and-t adunk a meghatidrozandd mintat is tartalmazd 50 cm”-es normal-
lombikokba.

ROV )

A sZirt ndvényi kivonatokbdl 0,5 vagy 1,0 /ritkan 2,0/ cmi-t pipetta-
zunk 50 cm3-es norméllombikckba, majd desztillalt vizzel 20 cm3-re egészit-
jik ki az oldatot. Ezt kdvet@en 1 cm3 CuSO,*5HyO-oldatot /1. oldat/, 1 cm?
NaOH-oldatot /2. oldat/ és 1 cm3 hidrazinszulfat oldatot /3. oldat/ adago-
lunk a lombikokba. Mindegyik reagens hozzdadisakor Osszerdzzuk az oldatokat.
A lombikckat gumidugéval vagy "Parafilm" foliéval zarjuk, majd 20-24 drara
szobahSfokon labor-szekrénybe helyezzilk. MAsnap az 4/c¢ reagensbdl 2 cm-t
adagolunk mindegyik lambikba, desztillalt vizzel jelig tdltjlik, &sszerazzuk
és legalébb 30 percig &llni hagyjuk a szines oldatokat. A fotometraldst 540
nmnél végezzikk spektrofotométeren.

Akar standardsorral dolgozunk, akdr addicidval, minden esetben készi-
tiink desztillalt vizes vakprdbat is, melynél iligyelni kell, hogy a meghata-
rozashoz felhasznalt desztillalt vizzel késziiljdn.

Ha addiciés eljédréssal kivanjuk a mintak nitrattartalmit meghatarozni,
akkor minden minta elemzéséhez 4 db 50 cmi-es norméllombik szikséges. A no-
vénymintik kivonatabdl 0,5-2,0 cmd kizétti /de azonos/ mennyiséget pipetta-
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zunk a négy lombikba. Majd az 1,25 ug/cm3 NOs-N-t tartalmazé /5/d/ oldathdl
a 3. lombikba 1 cm3-t, a_4. lombikba 2 cm3-t adagolunk. Valamennyi lombikban
desztillalt vizzel 20 cm3-re egészitjiik ki az oldat mennyiségét. A redukald-
szerek kozil az 1. lombikba nem adagolunk hidrazinszulfat-oldatot /3. oldat/
Jez lesz a "vak" érték/, a Z., 3. és 4. lombikba a fent leirt sorrendben
adagoljuk a recdukaldszersket. A tovAbbiakban az elBzfekben leirtak szerint
jarunk el.

A desztilldlt vizes és lucernas standardsor egyes tagjai a szines ol-
datra szamitva O - 0,025 - 0,05 - 0,1 - 0,15 - 0,2 - 0,25 - 0,3 - 0,4 ug
NO;—N/cm:“—nek felelnek meg. A standardsor egyes tagjaira kapott extinkcid-
értékekkel kalibrald egyenest készitiink, s ennek segitségével - a "vak'-
érték, a higitds és a bemérés figyelembe vételdvel - kiszdmitjuk a mintdk
NO3-N-tartalmit, melyet mg NO3-N/g-ban, vagy sok nitrat esetén NO3-N %-ban
adunk mag.

Ha addiciés eljaréassal dolgoztunk, akkor kiszémitjuk, hogy a mintdhoz
adott 0,025, ill. 0,05 pg NO3—N,’cm3-nek mekkora extinkcid—-érték felel meg
dtlagosan, s ezzel szdmoljuk ki a meghatarozandd mintara kapott extinkcio—ér-
tEkbGl a "vak" levondsa utln, a higitis &s bemérés figyelembe vételével a
minta NO3-N-tartalmét.

Osszefoglalis

Szaritott, daralt névénymintdk vizes kivonatibdl hidrazinszulfattal
végzett redukcid utdn N-(l-naftil)-etilén-diamin-dikloriddal (=NNED) + szul-
fanilamiddal képzddS szines vegylilet fotometrdlasaval hatiroztuk meg manud-
lis technikéval a kivonatok nitrattartalmdt. Az eljaras adaptdlasa sordn a
novényi kivonatok készitését, a hidrazinszulfatos redukciét, valamint a szi-
nes azovegyliilet keletkezését befolyasold fontosabb tényeztket hdmérséklet,
idGtartam, kivondszer és reagensek mennyisége és aranyai/ vizsgaltuk meg
részletesen. Ezen adatok felhasznaldsaval, a zavard tényeztk lehetBséghez
mért cstkkentése ill. esetleges kikiiszibdlése utin késziilt a javasolt és
itt kozolt meghatirozasi modszer leirasa.
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Investigation of Some Factors Influencing the Nitrate
Determination of Plant Samples

B. THAMM

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

Summary

To determine the water soluble nitrate content of dried plant samnples,

a procedure using hydrazine sulphate as reducing agent and N-(l-naphthyl)-
ethylene-diamine (=NNED) + sulphanilamide ag colour producing reagents has
been adapted to the facilities of our laboratory. In the course of this work
we had to investigate the techniques of preparing a water extract from the
plant material, as well as the factors influencing the reduction of nitrate
by hydrazine sulphate, and finally those being related to the colour forma-
tion /i.e. amounts and ratios of reagents, temperature during the reduction,
length of reaction time/.

Taking into consideration the results of the above measurements, the
following procedure is suggested. To prepare the extract, 0.5 g _of dried
ground plant material was weighed in plastic bottles and 400 cmd of distilled
water were added. After 30 minutes shaking in a rotating shaking machine,
the extracts were filtered. Very small volumes /0.5-2.0 cm3/ of the extracts
were pipetted into 50 cm’ volumetric flasks. Distilled water was added to
make up the volume of the extracts to 20 cm3. Then 1 cm3 of 50 pg/cm’
QuS0,+5H,0, 1 aw’ of 0.5 Mole/l NaOH, and £inally 1 cm® of 0.2% hydrazine
sulphate solutions were added. The flasks were stogperc—ad and let to stand at
room temperature for 20 to 24 hours. Next day 2 an® of the coclour producing
reagent /a mixture of 100 and of a 0.5% MMED solution prepared with distilled
water, and of 250 am? of a 1% sulphanilamide solution prepared with HCL /di-
luted 1:10// were added to each flask and the contents were filled up to mark
with distilled water. The coloured solutions were measured after standing for
at least 30 minutes, at 540 nm using a spectropho ter. Standard solutions
were prepared in the range of 0.025-0.4 pg NO3-N/cm of the coloured solution.

Results of analysis received by this procedure were compared with the
data of N-determination by steam distillation, and with those of the interna-
tional plant sample exchange of the University of Wageningen [The Netherlands/.
Steam distillation was carried out with samples containing NO3-N in a range
of 2.5-8.5 mg/g and there was no significant difference between the results
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solution series prepared with /4/ Distilled water; /5/ Alfalfa extract; /6/
An extract of the same kind of plant containing small amount of NO,. /8/
NO;~N calculated by "Addition" method. /9/ ISDS ”

Table 3. NO;~N content of plants determindd by distillation and photo—
metry. /1 No. o% sample. a/ Mean. [2/ NO;-N content, mg/g /3/ by distilla-
tion; /4] by photometry. /5/ LSDgs.

Table 4., NO,—N content of plant samples of international plant sarple
analyses /mg/g/.” /1] Data obtained by the described method. /2] NO3-N con-
tent. a/ Minimm; b/ Maximum; ¢/ Mean. Standard solution series prepared
with /3/ distilled water; [4/ alfalfa extract. /5] By the "addition" method.
16/ LSDg, . [7] Data of international plant sample analyses. /8/ Minimm value.
/9] Maxtimum value. [10/ Mean [number of lakoratories: 15-20/. Group I, II,
IIT and IV.

Fig. 1.Effect of the amount of QuS04+5Hy0 an the reduction of N0y by
hydrazine sulphate. Amount of reducing agents added to each sample: See on
Figure. Vertical axis: Extinction.

Fig. 2.Effect of the amount of NaCH on the reduction of NO3 by hydrazine
sulphate. Amount of reducing agents added to each sample: See on Figure.,
Vertical axis: Extinction.

Fig. 3.Bffect of the amount of hydrazine sulphate on the reduction of
NO,. Amount of reducing agents added to each sample: See on Figure., Vertical
axis: Extinction.

Fig. 4.Reduction of NO3 with increasing quantities of the reducing
agents, at a constant ratio. Amount of reducing agents added tc each sample:
See on PFigure. Vertical axis: Extinction.

Fig. 5.Bffect of temperature and reduction time on the reduction of NO,.
20-24°C: a/ 0.5 hour; b/ 1 hour; ¢/ two hours; d/ 20-24 hours. 38°C: e/ O.g
hour; £/ 1 hour; g/ 2 hours.

Fig. 6. Changes of the composition of the NNED + sulphanylamide reagent.
R; = 1:1 = 0.5 g NNED + 0.5 g sulphanylamide in 350 am’ reagent/.
of the two methods. In the international plant sample exchange, comparison
of NO3-N content could ke made in the range of 0.2-10.0 mg/g. The results
showed that in the case of samples containing a very small amount of NO4—N
fup to 1 mg/g/, the NO;-N content of the samples can be calculated only with
the aid of addition techniques.

Table 1. NO3-N content of wheat plants /mg NO3-N/g/ determined in ex-
tracts prepared with different sample:solution ratios, and in the same ex-
tracts after a dilution corresponding to the widest extraction ratio. [1/f
Sarple:water ratio at extraction, /2/ Data determined from the original
fundiluted/ extracts. /3/ Data determined from extracts after a dilution
ocorresponding to the widest extraction ratio [1:800/.

Table 2. NO3-N content of plant samples, determined by different
standard series. [1/ Plant samples: a/ flax [young plants/; b/ alfalfa;

c/ winter wheat [young plants/; d/ soybean /leaves/; e/ maize /young plants/;
£/ sugar beet [leaves/; g/ spinach /Dutch standard sample/. [2/ Number of
analyzed samples. /3/ NO3-N content of plant samples, mg Nfg. [7/ Standard
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