MINISTERO DELLE POLITICHE AGRICOLE E FORESTALI
DECRETO 23 febbraio 2004
Approvazione dei metodi ufficiali di analisi biochimica del suolo.

IL MINISTRO DELLE POLITICHE AGRICOLE E FORESTALI

Vista la legge 15 marzo 1997, n. 59, recante delega del Governo per il conferimento di funzioni e
compiti alle regioni ed enti locali, per la riforma della pubblica amministrazione e per la
semplificazione amministrativa;

Visto il decreto legislativo 4 giugno 1997, n. 143, recante conferimento alle regioni delle funzioni
amministrative in materia di agricoltura e pesca e riorganizzazione dell'Amministrazione centrale;
Visto in particolare I'art. 2, comma 2, della legge predetta, laddove si stabilisce che il Ministero per
le politiche agricole svolge, tra I'altro, compiti di disciplina generale e coordinamento nazionale in
diverse materie, tra le quali la tutela della qualita’ dei prodotti agroalimentari, caratteristica
dipendente in buona parte dalle condizioni di gestione del suolo e delle acque;

Visto il decreto legislativo 31 marzo 1998, n. 112, recante conferimento di funzioni e compiti
amministrativi dello Stato alle regioni e agli enti locali, in attuazione del capo | della citata legge n.
59 del 1996;

Visto il decreto legislativo 30 luglio 1999, n. 300, che riforma I'organizzazione del Governo e
definisce le attribuzioni del Ministero per le politiche agricole e forestali;

Visto il decreto del Presidente della Repubblica 28 marzo 2000, n. 450, concernente il regolamento
di organizzazione del Ministero delle politiche agricole e forestali;

Visto il decreto ministeriale 15 marzo 2002, n. 31305/1100 che individua gli uffici di livello
dirigenziale non generali del Ministero delle politiche agricole e forestali e definisce i relativi
compiti;

Visto in particolare I'art. 2, comma 5, del predetto decreto, che nell'ambito del Dipartimento della
qualita’ dei prodotti agroalimentari e dei servizi - Direzione generale per le politiche strutturali e lo
sviluppo rurale, istituisce I'Ufficio POSR VII conferendogli specifiche attribuzioni tra cui la
ricostituzione dell'Osservatorio nazionale pedologico;

Visto il decreto del Ministro delle politiche agricole e forestali n. 10052 del 25 marzo 2003 con il
guale e' stato ricostituito il Comitato consultivo tecnico scientifico per I'Osservatorio nazionale
pedologico e per la qualita’ del suolo agricolo e forestale, con compiti di studio e consulenza e
proposizione di soluzioni operative per preservare, recuperare ed accrescere la produttivita'
guantitativa e qualitativa dei suoli;

Considerato che tra le linee di attivita' del predetto comitato e' prevista anche la standardizzazione
dei metodi di analisi del suolo;

Vista la convenzione delle Nazioni unite per la lotta contro la desertificazione negoziata nel 1994 in
seguito alle raccomandazioni della Conferenza delle Nazioni unite tenuta a Rio de Janeiro nel
1992, convenzione che, ratificata dall'ltalia con legge 4 giugno 1997, n. 170, riflettendo il capitolo
12 dell’Agenda 21 dedica una diffusa e particolare attenzione alle problematiche di conoscenza,
difesa e salvaguardia del suolo e delle acque;

Visto il regolamento (CE) 1257/1999 del Consiglio cosi' come modificato dal regolamento (CE)
1783/2003 sul sostegno comunitario allo sviluppo rurale sostenibile che, in particolare con le
misure agroambientali, ' inteso a promuovere forme di conduzione dei terreni agricoli compatibili
con la tutela e con il miglioramento delle diverse componenti ambientali;

Visti i decreti ministeriali 11 maggio 1992 e 13 settembre 1999, con i quali sono stati approvati,
riapprovati e resi ufficiali i metodi di analisi chimica del suolo;

Visto il decreto ministeriale 10 agosto 1997 con il quale sono stati approvati e resi ufficiali i metodi
di analisi fisica del suolo; Visto il decreto ministeriale 23 marzo 2000 di approvazione dei metodi
ufficiali di analisi delle acque per uso agricolo e zootecnhico;

Visto il decreto ministeriale 8 luglio 2002 di approvazione dei metodi ufficiali di analisi
microbiologica del suolo;

Vista la direttiva 2001/18/CE del Parlamento europeo e del Consiglio del 12 marzo 2001
sull'emissione deliberata nell'ambiente di organismi geneticamente modificati;

Considerato che per una valida politica nazionale di programmazione dell'uso del suolo e delle
acque reflue per uso irriguo va perseguita quell’approfondita conoscenza delle caratteristiche



biochimiche del suolo che oggi e’ del tutto carente nei suoi vari aspetti, e che a tal fine occorre, tra
I'altro, meglio definire i metodi di analisi biochimica del suolo, nonche' acquisire vantaggiosamente
nell'ambito nazionale metodi gia' definiti in ambito internazionale da istituzioni di normalizzazione
come ISO e CEN;

Considerato che I'lstituto sperimentale per la nutrizione delle piante, organismo scientifico
specialistico del Ministero per le politiche agricole e forestali, su incarico del Ministero stesso e
nell'ambito delle iniziative del Comitato tecnico scientifico per I'Osservatorio nazionale pedologico
ha definito gli accennati metodi biochimici di analisi del suolo, giovandosi di diverse collaborazioni
esterne, in particolare delle commissioni biologia del suolo e fertilita' del suolo e nutrizione delle
piante della Societa' italiana per la scienza del suolo;

Considerato che il comitato tecnico scientifico sopra richiamato, nella riunione del 17 novembre
2003, ha espresso parere positivo sui medesimi metodi; Ritenuto opportuno approvare e rendere
ufficiali i predetti metodi affinche’ ne venga consentita la piu' diffusa utilizzazione nel territorio
nazionale;

Decreta:

Articolo unico

Al fine di disporre di metodi di conoscenza standardizzati per la definizione delle caratteristiche
biochimiche del suolo, utilizzabili per gli scopi indicati nelle premesse, sono approvati e resi ufficiali
i metodi di analisi biochimica del suolo di cui all'allegato al presente decreto, che ne costituisce
parte integrante.

Il presente decreto sara’ pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana.

Roma, 23 febbraio 2004

Il Ministro: Alemanno
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ALLEGATO

Metodi 1.1,

DETERMINAZIONE DELLA BIOMASSA MICROBICA DEL SUOLO
PER FUMIGAZIONE

1. Oggetto
Il presente documento fissa i metodi per la determinazione della biomassa microbica del

suolo.

Metodo 1.1.1.

Fumigazione con cloroformio

1. Principio

1 metodi che prevedono la fumigazione del Lerreno con-claroformio si basano sul fatlo che i
vapori del [umigante provoeano la lisi, quindi la giorte, delle cellule microbiche con il
conseguenie rilascio di materiale ciloplasmatico.

2 Reattivi

2.1. Clorolormio per cromalogralia, cioé stabilicsato con amilenc {2-amino-butenc);
2.2. grasso al silicone;

2.3. carla bibula.

3. Apparecchiatura

3.1, Camera lermostatabile;

3.2, cappa chimica aspirantc;

3.3. pompa rotanie da vuoto;

3.4, apparecchiatura per la slima della capaciia di campo:
3.5. cssiccatore da vuolo: )

3.6. beakers in vetro da 100 mL;

3.7, pallinc antichalliziong,

4. Procedimento

4.1. Purificazione del cloroformio stabilizzato eon etanolo

Oceorre lavorare setlo una cappa aspiranic ben funzionante ced avere 2 bottiglic Pirex con
lappo a vite da“l-htro. Si introducono 300 mL di CHCls in una bottiglia ¢ si aggiungono 25
mL di H.8Q, ¢oncentrato (96%). Si tappa ¢ agila coergicamente per 2-3 minuli; si versa in un
imbuta scparatore ¢ si attende per qualche sccondo la scparacione della fase CHCL,
(superiore) dall'acido solforico; quindi si versa il CHCL; nell'alra bottiglia e si scarta l'acido
solforiee,

Impiegando ogni volta H;S04 nuovo, si ripete 3 volte il lavaggio del cloroformio. Dopo
I'ultima climinazione dell'acide solforico, si trasferisce il CHCly in un beaker di vetro da 2 litri
¢ si aggiunge circa | litro di acqua di rubinctto; quindi si mescola bene con una baccheua di
velro, si allende la separazione delle [asi ¢ si scara |'acqua. Si ripele 3-4 volle cambiando ogni
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volla l'acqua. Quindi si distilla il CHCl; cosi lavaio, avendo cura che la temperatura non
superi mai i 66°C. Infine si raccoglic il distillate in botiiglia di vetro scura, si aggiungono 10 g
di K2CO;s anidro ¢ si conserva in frigo, A questo punto il CHCl; pud essere usato per fumigare
il terreno se apparc perfettamentc limpido.

4.2 Fumigazione _

La fumigazionc con cloroformie consiste nel mantenere il ca mpionc di suolo in ura atmosiera
di cloroformio per 20-24 orc, al buio cd a 25°C. S introduce in un ampio-essiccatore un
beaker di vetro con 30-40 g di ogni campione di suolo [reseo aggiusiato al 50% della capacita
di ritenzione idrica. Non occorre siglare direllamenie | beaker con pennarelli poiché il CHCLs
scioglic la scrittura, ma piuttosto ¢ bene introdurre in opni beaker un pezzetto di carta bibula
siglato a matita. Poggiare quindi tutti 1 beaker con i suoli sulla piastra“di porcellana forata
dell’essiccatore (circa 30 em di diametro), sul cui fondo sia stato gid messo un beaker
contenente circa 50 mL di CHCl; per eromatogralia, ciod stabilizzalo con 2-amino-bulene ¢
yualche pallina anticbollizione, 81 pud anche ulilizzare clorofotmio stabilizzalo con clanolo,
purché l'alcool venga previamente climinato. Sul fondo e.i lati dell'essiccatore & bene
sistemare anche qualche striscia di carla bibula imbevuia di acqua in modo da cvitare
Fabbassamento dell'umidild dei suoli duranic la (umigdsione. Quindi arionare la pompa
rotante da vuoto per creare un'atmosfera di CHCI; all'interno dell'essiccatore. Una volta che si
formano numerose bollicing nel CHCls. si lascia funsiopare Ja pompa ancora per un minuto,
Quindi, chiuso I'essiccatore, si incuba per 20-24 are 4l buie ¢ a 25°C. Dopo tale lasso i
tempo il CHCL; deve essere complelamente rimosso, dai pori del terreno. Per questo occorre
aprire I'essiccatore, imuovere il beaker con il CHEI; (se la fumigazione ¢ stata condotta bene
il Tivelle del CHCl; dopo le 24 ore si ¢ notevelmentc abbassato), riporre i suoli fumigati
dentro I'essiccatore; quindi, sempre con la pompa da vuoto, si effettuano § successive
evacuazioni di 2 minuti ciascuna, interealate da reimmissioni di aria per 30 secondi.

Il cloroformio deve esserc previamente purificato dalle sostanze stabilizzanti {di solito
ctanola) con cui le ditte produttrici lo immettono sul mercato, poiché diversamente i risultati
vengono largamente sovrastimati.

Metodo 1.1.2.

Determinazione del conienuto di carbonio della biomassa microbica (B¢ )
col metodo Fumigazione-Incubazione (FI)

1. Principie

Nel metodo della Fumigazione-Incubazione (T1), i residui delle cellule uccisc dal cloroformio
vengone mineraligzati a CO; ¢ NHy", duranie un’incubavionc di 10 giorni a 25°C, dai
microrganismi sopravvissuli alla lumigazione od inoculati nel terreno dopo eliminavione del
cloroformio. Conie controllo si usa il terreno non [umigato con delerminazione di COx ¢ NHa
prodotti durante un'incubazionc alle slesse condizioni sopra riportate, Il limile maggiore di
questo matodo ¢ la scelta del controlla ¢ del relativo periodo d'incubazione, Non ¢ possibile,
comunqug, applicare il metodo FI nel caso di lerreni acidi, sommersi o di recenle ammendati
con substrato organico fresco. La dimensione del lusso di decomposizione pud essere messa
in relazione diretta col contenulo in carbonio della hiomassa del suolo all'inizio della
fumigazione tramiie l'equazione

Be=FoiKe

S



13-3-2004 Supplemente ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Sere generale - n. 61

—

dove Be ¢ il contenuto di carbonio della hiomassa microbica in pg C g‘l suolo sceen, Fe & la
quantita di C prodotia come Oz duranie I'incubazionc del suolo fumigato sollratie della
quantitd derivante dal suolo non fumigato (controllo) ¢ incubalo alle siesse condizieni del
precedente, Ko (in genere ¢ uguale a 0,45) & la [razione di carbonio provenienie. dalla
biomassa uccisa che viene mineralizzata a CO» durante I'incubazione in condizioni standard.

2. Reattivi

7 | Solurzione di indicatore acido-base: seiogliere 100 mg di fenolftaleina.in 100 mL di
clanolo all’'80%; ;

22 soluzione di bario cloruro 0,75 N: introdurre 91,61 g di BaCly:2H2O in un pallonc da
1000 mL, sciogliere con circa 700 mL di H:0 deionizzata ¢ quindi_pertare a volume con
acqua; X

2 3. soluzione di idrossido di sodio 1N: diluire una seluzione volumetrica contenenie | mole
di NaOH fino a 1000 mL con acqua deionizzala;

4 4. solyzione titolante di acido cloridrico 0.1 N; diluirc una soluzidne volumetrica contenenle
0.1 moli di HCL fino a 1000 mL con acqua deionizzala.

3. Apparecchiatura

3.1. Camera termostatabile;

3.2. titolatore automatica (se possibile); 3

3.3, fiasche di vetro ermetiche di circa 1000 mL di capacita;

3.4, buretia a caricamenlo automatico (divisione 1/20.mL);

3 5. beakers da 250 ml., ancoretie magnetiche, piastra agitante, lavolo clevatore.

4. Procedimento

Sia il beaker contenente il suolo fumigato che quello con il suolo di controllo vengono messi
singolarmente in fiasche da 1000 mL a chiusura crmetica, assicme a 2 beakers pin piccoli, uno
di plastica contenente 4 ml. di HaOH.l'N:(soluziont che assorbira la CO;) ¢ l'altro di vetro
con 4 ml di acgua (per impedire. l'abhassamento di umidita durame l'incubazione). Si
chiudono tutte le fiasche ¢ si incubdnd in una camera termostata a 25°C. Inoltre si incubano
anche 2 fiasche che non contengang il suolo (prova in bianco). Esse serviranno a valutare la
€O, non prodotia dal suolo ed assorbita dalla soda durante le varic fasi della titalazione. Dopo
10 giorni di incubazione si riaprone le (iasche ¢ si aggiungono 8 mL di BaC'ly-2H,0 0,75N nei
beakers contencnti la soda (8F forma un precipitato lattiginoso di BaCOs); quindi si tappano
immediatamente con parafilm. I nccessario, in ogni (asc della determinazione, non respirare
al di sopra dei beaker, Quindi si procede alla titolarione della soda residua con HCL O IN, S¢
si dispone di un titolatore automatico, il pH di fine titolazione & K,62. Alirimenti si devono
aggiungere 2-3 gocee dell'indicatore acido-base (dopo l'aggiunta dell'indicatore, la soluzione
basica diventa di colore rosa ed il punto di viraggio ¢ dato dalla scomparsa del colore rosa,
cio¢ la soluzion ridiventa lattiginosa).

5. Espressione dei risultati
Poiché la produczione di CO: ¢ stata cvidenziata per assorbimento su NaOH sceondo la
reazione
CO; + 20IF = €O~ + 11,0
la quantita di C della CO» viene cosi calcolata:
He CO.-C g'1 suolo umide = (b-a) - 0,1 + & - 1000/peso suolo umidao (g).

.
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dove:

b ¢ il volume (mL) di HC10,1N usato per titolare il biance: a il velume {mL) di HCL 0.1N per
titolare le prove col suolo; 0,1 la normalita del titolante; 6 il peso cquivalente del carbonio
(peso atomico diviso il numero di ossidrili con cui reagisce la CO-); 1000 il fattore di
conversionc damg a {g. %

Il conienuto in carbonio della biomassa microbica (Be} viene calcolalo comeriportato in
precedenza (Be = Fe / K¢). Naturalmentc occorre considerare la quantita di suold secco.

6. Note

11 problema maggiore del metodo F1 ¢ la scelia del eontrolle. Esso & indispensabile poiché non
tutte la COs evoluta dal suolo fumigato durante l'incubazione deriva dalla‘docomposizione dei
microorganismi lisati dal CHCls; una aliquota di cssa © infatti ascrivibilc alla respirazione
basale (degradazione di substrali organici extracellulari), W

11 metodo F1 per la misura di Be non ¢ applicabile ai suoli acidi,a guclli sommersi ¢ a quelli
che abbiano ricevuto di recente un subsirato organico fresco. iy quanto si & visto ¢he in tali
condizioni mollo spesso la CO» prodotta  dal contral/lo’ risulta csserc  supcriore
guantitativamente rispetto alla CO; prodotia dal suolo [umigato, dando cosi origine a valori di
Be negativi. Si consiglia, prima della fumigazione gid degeritta, di pre-incubare a lemperatura
ambicnte i suoli per 7 giorni in presenza di alcali (NaOH+Ca0), allinché si esaurisca la COy
derivante dalla respirazione di frammenti di radice angora viventi o da processi abiotici nel
caso di suoli calcarei.

Metodo 1.1.3.

Determinazione dell’azoto della biomassa microbica (By) col metodo
Fumigazione-Incubazione (FI)

1. Principio
Il metedo si basa sulla mineralizeazione ad azolo ammeniacale delle forme organiche arotate
contenuie nelle cellule microbiche lisate dal cloroformio, ad opera dei microrganismi
sopravvissuti alla fumigaziong 6d in oculati nel suolo fumigato. Si pud quindi determinare il
contenuto in azoto della biomassa microbica tramite la relazione

. By =Fx/Ky
Doye:
Fy & il Nusso addizionale di N ammoniacale prodotto durante I'incubazione che segue la
fumigazionc con cloroformio; Ky ¢ la frazione di N contenuto nella biomassa uccisa che
viene mineralizzata sotto le particolari condizioni di incubazione usate. Quindi, Fy risulta
essere 1a differenza tra N mineralizzalo dal suclo lumigalo ¢ incubato ¢ I'N mincralizzato dal
suolo non fumigato (controllo) ¢ incubato alle stesse condizioni.

2. Reattivi

2.1. maghisio ossido (MgO). Scaldare circa 200 g di MgO "pesante” in fornace a 600-700°C
per. 2 ore. Raffreddare il prodotio in un essiccalore contenente granuli di KOH e
canscrvarlo in una botliglia ben tappala;

4.2, soluzione esiracnic (polassio cloruro IN). Introdurre 74,56 g di KCl in un palloncda 1 L,
scioglicre con circa 700 mL di acqua deionizzata ¢ portare a volume con acqua,

T
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2 3 soluzione di acido horico-indicatore. Secioglicre 20 g di H3B0O; puro in circa 700 mL di
acqua calda, (rasferire la soluzione ra [Treddata in un pallone da 1000 mL gia contenente
200 mL di etanolo ¢ 20 mL di una miscela di indicatori preparala scioglienda 0,3 g di
verde hromocresole ¢ 0,163 g di rosso metile in 500 mL di ctanalo, Dopo aver miscelato
(a questo punto la soluzione apparc rosa), aggiungere NaOH 0,05 N fino a comparsa del
colore verde pallido. Quindi portare a volume con acqua deioniszala (Keeney ¢ Nelson,
1982 ),

2.4, 3:}]u$innc titolante di acido solforico 0,005 N, Prepararc dilucndo fino a 2 L una
soluzione volumetrica contenente 0.005 moli di H250,.

3. Apparecchiatura

3.1. Agitatore a scuotimento lineare alternalo;

1.2, distillatore micro-Kjeldahl;

3.3 titolatore aulomatico (s¢ possibile);

3.4, spettrofotometro {s¢ possibile);

3.5, contenitori di plastica da 250 mL con tappo avvilabile;

3.6. imbuti, filtri di carta Whatman 42 ¢ contenitori di plastica da 100 mL con tappo.

4, Procedimento s

| campioni di suolo, sia (umigati che non, ed incubati per 10 giorni a 25°C, utilizzati per la
determinazione i Be (la C0: prodotia durante I'incubavione & statu assorbita dalla soda, |
suoli guindi non sono slati distrutti), vengono cstratii (agitazione per 60 minuti a velocita
media ¢ a lemperalura ambiente) con una soluziong di KC1 IN nel rapporto suolo (g).estracnte
(mL) 1:4. 11 suolo (30 g), [umigato ¢ non, viene trasferito dai beaker in contenitori da 250 mL
¢ trallato con 120 ml. di KCl IN. quindi i eontenitori vengono lappati ed agitati, Dopo
estrazionc e sospensioni di suola vengono filirale per mezzo di imbuti contenenti dischi di
carta Whatman 42, ed il filtrato viene raccollo in contenitori tappabili di plastica.

Il contenuto in azoto ammoniacale del filtrato pud cssere delerminato mediante diversi
metodi: 1) distillazione dell'estratto i/ corrente di vapore, in presenza di MgO. con un
apparalo micro-Kjeldahl ¢ successive: distillazione ¢ tilolazione; 2) con una delle rcazioni
colorimetriche tipiche dell'ammonigr{indofenole, Nessler, ecc. ).

5. Espressione dei risultati
Il contenuto di azoto ammoniacale in ogni suolo, fumigato ¢ non, viene calcolalo come scgue:
ug NHy-N g-' suolo umido = V - 0,005 - 14 - 1000/b

dave: ¥
V & il volume (mL) di H3804 usato per la tiwlavione, 0,005 ¢ la normalita del titolante, 14 il
peso equivalente dell'azoto, 1000 il fattore di conversione da mg a ug, b i grammi di suolo
umido corrispondenti al volume di estratto in hasc al rapporto di estrazione usato. Cosl, s
<ono stati usati 25 mL di estratto, in basc al rapporto di ¢strazione 1:4 (g:ml), b sara ugualc a
6,25.
Il flusso di mineralizzazione dell'azoto dopo [umigazione, Py, sard uguale alla dilferenca tra
NH, -N ssambiabile presente nel fumigato dopo 10 giomn d'incubazione meno il corrispeitivo
accumulato nel non fumigato (controllo). Assumendo Ky =0.54, ne consegue la relazione:

L B,ﬂ; F}.‘J‘iﬂ, 54
Analdgamente a Be, i dati cosi otlenuti devone essere riportati a g‘l suolo secco.

s B e
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Metodo 1.2.
DETERMINAZIONE DELL'ATP ESTRATTO CONACIDO FOSl’-‘DR]CD

1. Oggetto L

1l prr:f:.gﬁe documento fissa un mtodo per la determinazione dell’ ATP estratto dal s;;oi'n

2. Principio

[l contenuto di ATP (adenosina 5'-trifosfalo) nel suolo puc essere utilizzato come un indice
della biomassa microbica o come indice della attivita microbiologica presente. Se il campione
i suolo fresco viene analizzato subito dopo 1l prelicvo, il contenuto di, ATP rappresenta un
ndice dell’attivita microbica. Se invece il campione di suolo fresco yiene preincubato per 5-7
giorni & 25°C ad umidita costante prima di essere analizzato, 1l QO{IJ‘:EHUIIO di ATP rappresenta
il contenulo di biomassa microbica. > Y

3. Reattivi N,

11 Estraente: Soluzione A (Es A) - 0.67 M POy, 2Mrurea, 20% (in volume) DMSO,
N 02% (in peso) adenosina, 20 mM EDTA (sale bisodico): Soluzione B (Es B) - Difterisce
dalla soluzione A poiché viene aggmunto, a questultima, ATP (in quantita tale da
raggiungere un contenuto di 5-10 ng nella cuvetta di misurazione dell'ATP) come "spike"
(standard inlerno). Wk ¥,

3 2. Tampone: Tris 0.2 M, EDTA 4mM ed acetatq di/Mg 15 mM portato a pt 10.2 - 10.8 con
NzOH | M; il pH finale del tampone dipende dalla quantita di soluzione estraente
impiegata per la determinazione dell’ATP dovendo il valore di pH delle soluziene
impiegata nel luminometro oscillare tra 7.3.¢ 7 8.

11 Sistema enzimatico luciferina/luciferasi (Menitor Reagent, BioOrbit, Turku Finland).

3 4. ATP standard interno (ATP Standard, BioOrbit, Turku Finland).

4. Apparecchiatura

4 1. Luminometro e cuvette,

4 2. beakers (50 mL.), A

4 3. sistema di agilazione a temperatura determinata,

4 4. ultrasonicatore con frequenza massima di 20 Kllz;
4 5. bagno di ghiaccio. ;

5. Procedimento

S 1. fusarazione dell A TP dal suolo

T campioni di suolo vengone setacciati immediatamente dopo 1l prelievo e pesati (1-2 g) nei
beakers di analisi. Si aggiunge l'estraente (120, rapporto suolo: estraentc) ed il miscuglio
viene omogeneizzato su agitatore magnetico e sonicato per 2.5 minuti al 60% della frequenza
massima esercifata dalla sonda di medio formata di un sonicatore Il beaker durante tal:
operazioni. &' tenuto in bagno di ghiaccio. Dopo averlo chiuso con parafilm, il beaker,
contenente [a soluzione de! suolo, viene posto in bagno a 4°C ed agitato a 150 colpi min'' per
30 minutl; quindi, la misturz viene filtrata su filtro a preghe (Whatman 42). L'estratto (da 0,01
a 015 mL) viene diluito a 08 mL con tampone Tris-EDTA-Mg acetato sino ad avere un pH
finale di 7.3 - 7 8. Lo stesso procedimento viene seguito impiegando lo stesso suola ma con la
soluzione estraente B per quantificare l'efficienza di estrazione.

- S
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5.2 Determinazione dell ATP

Una aliquota (0.2 mL) di Monitor Reagent viene aggiunta ail'estratto lamponaio (0.8 mL},
fresco 0 conservato a -15°C, in una provetta di polietilene ¢ quindi 11 tutto leggermente
agitato. Si consiglia di offetluare la lettura su tre ripetizion! per ciascun estratto tamponato di
suclo ¢ la luce emessa da ogni campione viere misurala per mezzo di un Luminom#tro 1250
(LKB-WALLAC, Finland) con letlure integrate, da tre a sei, {periodo di integrazione 10
secandi). Dopo ciascuna determinazione si aggiunge alla stessa provella una aliquota nota di

ATP (p. es: 50.7 ng) quale standard interno per correggere l'influcnza ~ dell'estratto
sull'emissione di luce. .

6. Fspressione dei risultati
1l contenuto di ATP del terreno viene prima quantificato attraversg il procedimento dello
standard interno e pol, considerando l'efficienza di estrazione, ricalcolato secondo
quest'ultima grandezza )
Per cui

b-a
ATP =

¢

dove:
a= valore del bianco (estratto tamponato), :
b= valore del campione (dopo I'aggiunta del monitor reagent),
c— valore misurato dopo I'aggiunta dello standard interno (diminuito del valore b);
d= quantita di ATP standard aggiunto. L

(ATP con Es B) - (ATP con Es A}

Efficienza di esirazione dell’ATP =
ATP aggiunto in Es B

Metodi II.1.

DETERMINAZIONE -i’fELLA RESPIRAZIONE DEL SUOLO

1. Oggetto :
Il presente docurnentofissa i metodi per la determinazione della respirazione del suolo

Metodo 1[.1-1;

Determinazione della CO, sviluppata dalla biomassa microbica del suolo
per mefodo titrimetrico

1. Principio

Durante l'incubazione del suolo all'interno di un sistema chiuso, la CO» cvoluta viene

intrappolata da una soluzione di NaOH ¢ successivamente titolata con HCL

— 17
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2. Reattivi

2.1, H,0 distillata (COa-Tree);

2.2 NaOH 1 N;

23.HCIO.I N;

24.BaCl: 0.75 N,

2 5 indicatore fenolfialcina (sol. all'1% in ctanolo 93% v/v) se non si disponc di un titulatore
automalico.

3. Apparecchiatura

3.1.Rccipienti in vetro con lappo a vite a chiusura crmetica da 1L; g

3.2 termosialo sellato a 25°C: ¥

3 3 1itolatore automatico ¢ materiale di corredo o buretta in vetro con tubinctto per titolazione;
3 4 heakers in vetro da 30 mL; \

3.5 recipicnti in plastica da 50 mL circa,

4. Procedimento W
Si pesano 20 g di suolo setacciato (al $5% WHC) in un beaker ¢ si posiziona il beaker sul
fondo della (fasca. Si pipettano 4 mL di NaOH 1 N nel recipicnte di plastica che viene
riposto nell’interno della (iasca adiacenie al beaker con il suolo, Si chiude immediatamente
il tappo a vite ¢ si accerta che la fiasca sia chiusa crmcticamente,

Si preparano 3-5 controlli costituiti dalle [1asche chiuse ermeticamenie con all’interno il
recipientic con 4 mL di NaOH scnza il heaker contencnte il suolo.

Si incubano tutte le fiasche a 25°C per un periodomassimo di 3 giorni (un periodo piti lungoe
potrebbe creare una condizione di anacrobiosi).

Al termine dell'incubazione si aprono le (Tasche, si preleva il recipienie con NaOH. si
aggiungono 8 mL di BaCl 0.75 N ¢ tre o quattro gocee dell’indicatore fenolftalcina. Si titola
il contenute del recipiente con HCL 0.1 N fino al viraggio dal colore rosa al bianco neutro. S¢
si dispone di un titolatore automatice si,imposta un pH di fine litolazione pari a 8.8, [nfaui, a
questo valore di pH la selubilita ‘det BaCO, cquivale a 4,88:10™ valori di pH minori
porterebbero a solubilizzare quaniita apprezzabili di BaCO; ¢ quindi una parte dell"HCl
consumato sarebbe da ascrivergialla titolazionc del CO:™.

5. Espressivne dei risultati.
La quantita di C-CO; prodetta ¢ calcolata secondo 1a seguenie cquazione:

mg C-CO; gss.”' h' =(Vo-V)x MxE
200> h inc
dove :
g s.s.— grammji-di sualo (peso sceco)
Vo = mL di HCI necessari per titolare NaOH del controllo (media di tni @ controlli)
V = mL di ICI necessari per litolare NaOH del campione
h inc = durala incubazione ¢spressa in ore
M = 0,1-'Molarita del titolante HCI
[ = Peso cquivalente del carbonio nella CO». E=6 sc i risultati vengono espressi in termini di
(" {(ad'es. mg di C-CO,); E=22 se i risuliati vengono espressi in termini di CO> (ad es. mg di
COn).

18 —
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Metodo 11.1.2.

Determinazione della respirazione del suolo nel SAPROMAT

1. Principio
Questa stima ¢ basata sulla misuru dell'O» assorbito duranle lincubazione del suole in un
cistema chiuso. 1'0, ¢ rilasciato da un sisiema eleitrochimico.

2. Procedura

L'apparatn Sapromat tipo Bg 0 Biz, consiste in un bagno ad ucqua a temperatura regolabile
contenente gli strumenti di misura ¢ un sistema di registrazione dei cisultati. 11 sistema di
misura ¢ costiluito da un recipiente contenente una soluzione (NaOH) che assorbe la CO1, un
sisterna che produce O; ¢ un misuratore di pressione. | recipienti. sono collegati con lubi di
gomma a formare un circuilo chiuso per cui i cambiamenti della_pressione atmosferica al di
fuori del sistema non influenzano I¢ misure di assorbimento dell'Qa,

L'assorbimento di Q- durante la respirazione del suolo causa una diminuzione di pressione
indicato da un misuratore che regola la praduzione cletirolitica di ossigeno come anche la
visualizzazione ¢ la registrazione dei risultati, A

3. Espressione dei risultati 5
L'assorbimento di O viene visualizzato sul display inimg di Oy,

4. Nole {

% consiglia di usare 50-100 g di suolo incubali a temperature che vanno da 20°C a 30°C ¢ al
5505 della WHC (Capacita di ritenzione idrica). L'assorbimento di 02 non viene regisirato
nelle prime 2 ore al finc di consentire al sistema di cquilibrarsi,

Il rapporto C0,/0 della fase gassosa sopra il campione di suolo deve rimancre costante per
(utio il periodo di misurazione. In quesio modo vengono cvitate le condizioni di anacrobiosi.

Metodo 11.1.3.

Stima della respirazione del suolo con I'apparato WESTHOFF

1. Principio :
Il metodo si basa sulla determinazionc della CO; con I'analizzatore Weesthoff Ultragas 3.

2. Procedimento

I tubi per i campioni sono riempiti con suolo umido ¢ sctacciato (100g al 55% della WHC) ¢
si incuba a 22°C (Anderson and Domsch 1978b). Ad intervalli di | ora viene insufflata aria
senza €O, attraverso il sualo ¢ la coneentrazione di CO» viene misurata per 10 minuti.

19 —
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3. Espressione dei risullati

|'analizzatore di gas Ulragas 3 misura variazioni di conducibiliid eletirolitica (diminuzione)
causate dalla reazione della COa con la soluziene acquosa di NaOH presenic in un recipiente
all'interno dell*analizzatore. Quesie variazioni sono proporzionali alla concentrazione di:CO»
¢ si possono registrare i risultati ottenuti,

4, Note
La versione pitt moderna dell'Ultragas US4-CO» € carattcrizzata da una alta.schsibilita ¢
pertanto ¢ consigliabile operarc a basse concentrazioni di CO-. Concentrazioni anche
inleriori ad 1 ppm di CO: possono essere (acilmente determinate su di vna scala da 0 a 50

Metodo 11.1.4.

Analisi del gas evoluti dalla biomassa microbica del suolo mediante la
tecnica a infrarossi _

1. Principio

[l metodo si basa sulla stima automatica della CO: attraverso un analizzatore di gas inlrarosso
(IRGA). | campioni di suolo sono insufflati con aria cosi che problemi di diffusione ¢
accumule di CO» possono esscre cvilati,

2. Procedimento _

Un sistema di entrala dell'aria realizzato in tubi di PVC (32 mm) ¢ installato a 12 m da terra (o
comungue a | m al di sopra del etlo) per assicurare un apporto continuo di aria pulita esterna
¢ con concenlrazione stabile. 11 sistema ¢ [ormato da 24 linee di campionamento, indipendent
Ic unc dallc altre, in modo da poter vaniare il flusso in ciascuna da 100 a 1000 mL min™'. Ogni
circuito contiene una pompa per gas'a membrana, una bottiglia di lavaggio per gas da 500 mL
con acqua deionizcata acidificatd ehe lunziona da umidificatore ¢ un tubo (25x4em) di
campionamento di perspex nel quale ¢ posto il campione di suolo. Il tbo & chiuso ai lati da
cuscinelti di polistirene ¢ collegato al sistema da raccordi in gomma,

Valvole a spillo sono regolate individualmente per impostarc lo stesso (lusso sulla linca del
campione indipendentemente se sia © no dircwo all'IRGA.

3. Espressione dei risultati

Un flussimetro misura’la velocitd di flusso del gas ¢ un IRGA vienc usalo per misurare le
concentracioni di €0 (Heinemeyer ct al.1989). L'intero sistema ¢ compulerizzalo ¢ un tubo
senza suoln vigneasato come controllo, 1 quantitativi di suelo utilizzati seno generalmenie di
100g al $5% della WHC ¢ tutta il sistema ¢ manicnuto a 22°C.

4, Note

La lincarita nell'eveluzione di COs & assicurata per quantita di suolo da 5 a 100 g. Si possono
usarc-anche diverse temperature d'incubazione,

Questo sistema risulta cssere mollo pit sensibile del Sapromat ¢ gode di una buonaz
riproducibilita.

20—
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Metodi 11.2.

DETERMINAZIONE DEL POTERE MINERALIZZANTE DEL SUOLO

1. Oggetto _ _
Tale documento fissa i metodi per la determinaziong del potere mincralizzanie del suolo.

Metodo 11.2.1.

Melodo di estrazione con acqua bollente

1. Principie g
Questo metodo consente U'estravione dell'azolo presente nclisualo ¢ la sua determinazione
quantitativa utilizzando la procedura Kjeldahl.

2. Reattivi

2.1 Acido soliorico (12804} concentralo,

2.2, miscela di sollato di potassio (K:50¢), sollao di rame (CuSOy) ¢ selenio (Sc) (rappotio
pip 10: 1: 0.1);

2.3, idrossido di sodio (NaOH) 10N,

2.4. acido solforico (H25Q4), 0.005N standard,

2.5. soluzione indicatrice di acide borico. Scioglicre 20 g di acido borico pure (HaBO) in
cirea 700 mL di acqua calda ¢ trasferire la soluzione raflreddata in un pallonc da | litro
contenente 200 mL di elanolo e 20 mL di indicatore (ottenuto sciogliendo 0.300 g di verde
bromocresolo ¢ 0.165 g di rosso'di metile in 500 mL di clanolo). Dopo aver
nmogencizzalo accuratamente s porta a volume aggiungendo lentamente NaOH 0.05 N
fino a che. prendendo 1 mL della soluzione ¢ trattandolo con 1 mL di acqua. non si
risconlri una variazione di colore da rosa a verde pallido.

3. Apparecchiature
3.1. Condensatore Licbig;
3.2. upparecchiatura Kjcldahl.

4. Procedimento

Meitere 10 g di sueld in un matraccio Erlenmeyer ¢ trattare con 60 mL di acqua. Collcgare il
maltraccio con un condensatore Licbig verticale ¢ niscaldarc per maniencre la miscela acqua-
suolo in ebollicione per 60 minuti. Ralfreddare la miscela, filtrarla sollo vuolo (carta da filtro
Whatman No 42) ¢, s¢ necessario, rifilirare per rimuovere il materiale sospeso.

Determinare il contenuto di azoto nel filtrato con la procedura scmimicro Kjeldahl:

riscaldare 20 mL del filtrato con 2 mL di acidn solforico concentrato ¢ 01,7 g di una miscela di
K804 CuSO; ¢ Se (rapporto p/p 10:1:0.1) in un pallone Kjeldahl da 50 mL ulilizzato per la
distillazione in corrente di vapore, Riscaldare il pallone in un sistema di digeslione micro-
Kjcldahl fino alla limpidezza. Dopo la chiarificazione conlinuare la digestione per | ora.
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Distillure successivamente il contenuto del pallone in corrente di vapore con 10 mL di NaOH
10N ¢ raccogliere I'ammonio liberato durante la distillazione in un matraccio conlencnte una
soluzione indicatrice di acido borico.

Determinare 'ammonio per titolazione con acido solforico 0,005 N,

Metodo 11.2.2.

Metodo del permanganato di potassio in ambiente acido

1. Principio WY

Il metode prevede 1'ossidazione ¢ I'idrolisi dell’azoto organico da parte di soluzioni di
permanganato di potassio in ambienie acido. )

1l permanganato acido permefie di esirarrc I'azoto dal pool dell'azoto organico del suolo per
ossidazione cd idrolisi. -

2. Reattivi :
2.1. Soluzioni di permanganato di potassio (KMnUa) 0.05,0.F¢ 0.2 N in H,504 IN;
2.2, acido solforico (Ha804) TN. Y

3. Apparecchiatura "
3.1. Apparato per la distillazione in corrente di vapare:

4. Procedimento

La procedura di cstrazione & praticamente equivalente a quella proposta da Stanford ¢ Smith
ma gli estratli ottenuti dopo centrilugazione a seguito della iniziale, agilazione dei campioni
di sunlo con una soluzione di H.SO4 IN, vengono conservati per I'analisi dell'azolo
ammoniacale. \

Preparare le solusioni estraenti di pefmanganalo acidoe nel giorno dell'estrazione sciogliendo
aliguote di KMnOy in seluzioni I[N di'H-SOy 1ali da oticnere una normalita [inale di KMnO,
paria 0.05, 0.1 ¢ 0.2.

La procedura di estrazione ¢ la seguenie:

porre 2 g di campione di suald in tubi da cenuifuga e tencre in agilazione con 50 mL di
H2SO; IN per | ora a lemperatura ambicnie. Dopo la centrifugazione a 1000 g analizzare il
surnatante per la determifiazione di N-NH,  mediante la distillazione in corrente di vapare
usando NaOH come alcalinizzanic,

I residui di suelo vanno posti in agitazione con 50 mL di una soluzione acida di KMnOj per l
ora a femperatura ambicnte ¢ successivamente centrilugare. Analizzare il surnatante raccollo
per la determinaziopc di NHy™ come deserilto sopra,

Metodo 11.2.3.

Metodo di estrazione con una soluzione di CaCl; in autoclave

1. Prineipio
Questo meledo si basa sulla determinazione delN-NHa formaio quando un campione di
suolo viene trattalo in autoclave a 121°C per 16 ore.

iy P
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2. Realtivi

2 1. Soluzione di cloruro di calcio (Cal’ly) 0.01M. Sciogliere 1.5 g di CaCly*2H,0 in [ litto
d'acqua;

22 soluzione di eloruro di potassio (KCI) 4M., Scioglierc 300 g di KCl in 1 litro d'acqua;

2.3, ossido di magnesio. Riscaldare MgO in una muffola clettrica a 600-700°C per 2 ore.
Raflreddare il prodolto in un disscccatore contenente idrossido di potassig (KOH) in
gocce e conservare in una bottiglia a lenula d'aria;

2.4, soluzione indicatrice di acido borico.

3. Apparecchiatura

3.1. Apparato per la distillazione;

3.2. palloncino da distillazione da 150 mL;

3 3. microburetta, 5 mL, graduata a intervalli di 0.01 mL.
4. Procedimento o

Porrc 10 g di suolo in un tubo di pyrex da 50 mL. aggiungerer25 mL di CaCly 0.01M cd
agitare delicatamente per mescolare il contenuto. Coprire egn foglio di alluminio ¢ porre il
tubo in auloclave. Portare la temperatura a 121°C ed cffeyjuare il tratamento in auloclave per
16 ore. Lasciare quindi il tubo a rallreddare a [lemperatura ambicnte ¢ (rasicrire
quantitativamente la miscela suolo-CaCls in un pallong da distillazionc da 150 mL. L'usa di
circa 25 mL di KC1 4M facilita il trasferimento, Aggiungere 0.2-0.3 g di MgO ¢ dcterminare
rammontare di N-NH,~ liberato dalla distillazione in corrente di vapore dopo quatiro minuti.
Determinare il contenuto di azolo ammeniacaléspresente nel suolo prima dell'incubarione
scconda la procedura utilizzata per I'analisi (della miscela autoclavata c calcolare 'azoto
disponibile per differenza [ra i risultau di queste duc analisi.

Metodo 11.2.4.

Metodo biochimice di Bremﬁé'“r

1. Principio \

Il campione di suolo ¢ mescelato con sabbia di quarzo in rapporto 1:3 ¢ la miseela & inumidita
con acqua ed incubata a 30°C per due sctlimanc in condizioni che permettano un'adeguata
acreazione del campione ‘senza perdite d'nequa. ['ammeontare di azoto nitroso, nitrico ed
ammoniacale dcl campione incubata viene poi stimato medianie estravione con KCl 2N ¢
successiva determinaziene dell'azoto ammeniacale prodolio per mezeo di una distillazione, in
corrente di vapore ed in presenza di ossido di magnesio ¢ lega di Devarda. La quantita di
azoto nitroso, mitrico ¢d ammoniacale presente nclla miscela suolo-sabbia di quarzo prima
dellincubazione ‘¢ determinata con lo slesso procedimentn. L'azoto mincralizzabile nel
campione di suolo viene calcolato dalla diflerenza tra i risultati di queste due analisi.

2. Reaitivi

2.1. Lega di Devarda, Preparare questo reagente macinando una lega di buona qualita (Fisher
Scientific Co., Pittsburgh, o L.T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.Y.) [ino a che il
prodolto non passi attraverso un setaccio di 100 mesh ¢ per almeno il 75% aliraverso uno
di 300 mesh. Conservare la lega cosi prodotta in una bottiglia a 1enuta d'aria;

-
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2 2 soluzione indicatrice di acido borico {vedi 11L.2.1., 2.5.);

2.3 acido sollorico (H-S04) 0.005N standard;

2 4. soluzione di elorure di potassio (KC1) 2N: scioglicre 1.5 g di KCl in 10 litri d'acqua;
2.5. pssido di magnesio (MgQO) (vedi 2L, 2.5k

3. Apparecchiatura

3.1. Apparato per la distillazionc in corrente di vapore;
3,2. palloni da distillazione;

3.3, microburetta, 5 mL, graduata a intervalli di 0.01 mL.

4. Procedimento 2

Mescalare 10 g di suolo con 30 g di sabbia di quarzo in un beaker da H)0 mL di capacita ¢
irasferire la miscela in una bottiglia a collo largo da 250 mL contchente 6 mL di acqua.
Distribuire la miscela uniformemente sul fondo della boliglia, chiyderne Iapertura con del
paralilm ed incubare a 30°C per 14 giomi. Alla fine di quesie periodo di incubasione
aggiungere 100 mL di KCI 2N eod agitarc per un'ora, Lasciarc sedimentarc ¢ pipettare
un'aliquota del surnatante liquido (circa 20 mL) in un p‘allnn._cin'&:-' da distillazione,

Determinare il contenuto di azoto nitroso, nitrico ¢d ammoniacale nclla miscela suolo-sabbia
di guarzo medianic raccolla ¢ titolazione dell'ammonidea liberata dalla distillazione
corrente di vapore in presenza di MgO ¢ lega di Devarda. Determinare 'ammontare di azoto
nitroso. nitrico ed ammoniacale presentc nclla miscela suolo-sabbia di quarzo prima
dell'incubazione seguendo la slessa metodologia applicala alla miscela incubata e calcolare
I'azoto mincralizzabile del campione di suolo dalla differenza esistente (ra i risultati delle due
analisi. '

Metodo 11.2.5.

Metodo biochimico di Stanford e Smith

1. Principio :

Una miscela di suolo ¢ sabbia di quarso viene incubata in condicioni idriche ¢ di temperatura
ottimali per Iattivita micrebica. L'azoto mincrale formato vienc rimosso ¢ determinato ad
intervalli di tempo prefigsati per Ja durata di 30 settimanc.

2. Reattivi

2.1, Lega di Devarda,

2.2 soluziongindicatrice di acido borico (vedi 11.2.1.. 2.5.);

2.3, acido solforico (H:804) 0.005N standard;

2.4. soluzioni dilavante di cloruro di caleio (CaCls) 0.01M:

2.5. soluziohe nutritiva (0,002 M CaS04x21,0; 0.002 M MgSOy; 0.005 M Ca(HPO4)»<H10
¢ 0.0025 M KsSOy);

2.6. sabbia di quarzo.
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3. Apparecchiatura

3.1. Tubi da dilavamento da 50 mL o imbuti buc hner di porcellana { € = Licm):
3.2, apparato per la distillazione in correnie di vapore;

3.3. palloni da distillazione;

3.4, microburelta, § ml., graduata a intervalli di 0.01 mL,

4. Procedimento

4.1. Mertodo con fubi di dilavamento -

Un campione di 15 g di suolo essiceato all'aria vaglialo a 2 mm viene mescelato con sabbia
di quarzo in rapperto 1:1 ed inserito in tubi du dilavamento da 50 mL al-fondo dei qualt &
sistemato un [iltro di lana di vetro. Wi

Rimuovere l'azoto minerale inizialmente presente mediante dilavamentoeon 100 mL di CaCls
0.01 M, seguito dalla somministrazione di 25 mL di una soluzionc nutritiva priva di azoto
(0.002 M CaS04*211:0; 0.002 M MgSQOy: 0.005 M Ca(HPO4):<H30 ¢ 0.0025 M K.S04).
Allontanare I'acqua in eccesso sotlo vuoto (60 em Hg). Tappare:d tubi ¢d incubare a 35°C. Lo
scambio gassoso attraverso la porsienc aperia del wbo di-dilavamento ¢ sufficientc a
mantenere un sistema acrobico. Dopo due settimane raccpglicre l'azoto minerale medianie
dilavamento con CaCl. 0.01 M c con la soluzione cnutritiva priva di azoto. seguita
dall'applicacione del vuolo come descrillo sopra. o

Rimettere | tubi ad incubare cd effetuare i dilavamenti dopo 2, 4. 8, 12, 16, 22 ¢ 30
scttimanc).

Ripristinare il contenuto ottimale di acqua nel suold ad ogni dilavamento.

Il dilavato vicne lrasferito in palloni Kjcldahl da %00 mL e diluito con 300 mL di acqua
distillata. In scguito all'aggiunta della lega di Devarda (0.5 g) ¢ di NaOH 10N (2 mL), l'azoto
mincrale (NOy", NO»', NHy ') vience determinato mediante titolazione acida con Ha80, 0.005N
dopo distillazione con acide borico.

4.2, Mefodo con imbuti buchner /

50 g di suolo vengono miscelati con80°¢ di sabbia di yuarzo c disposti in un imbuto buchner
di porcellana (diametro esterno 13.¢m) sul fondo del quale ¢ stalo sistemato un [ilro di stoila
di acelato. La miscela deve formare uno strato omogeneo di uno spessore non superiore ai 2
em. Particolare attenzione va posta alla granulometria della sabbia di quarzo che dovra cssere
sempre compresa tra 0.2-0.8 'mm poiché, agendo sull'aereazione del campione influisee in
modo decisivo sui risultati analitici. La soluzionc estracnle di CaCly ¢ stata sostituita con
CaSOy saluro per renderd. gli estralti leggibili anche con metodi polecnziometrici date le note
interferenze che lo ione clora csercita in questo lipo di misure. Infine & stala apportala una
modifica alla temperatura di incubazione che & stata abbassata dai 35°C proposti da Stanford ¢
Smith a 30°C per ayere una migliore corrclazione con la realta di campo. L'umiditd viene
ripristinata mediante una pompa aspiranie.

Su una aliquota-degli estrulli dopo (ilirazione con filtro a pieghe viene determinato il
contenute in M- NO3,, N- NHy ed N- NO2 con i metodi pit canvenicnti (colorimetrico,
potenziomelrico, ccc).
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Metodi 11.3.

ATTIVITA AZOTOFISSATRICE

1. Oggetto - o A
Il presente documenty fissa i melodi per la determinazione della attivita azotofissatrice nel

sualo

Metodo I1.3.1.
Determinazione dell’attivita azotofissatrice su campioni di terrena

1. Principio

La riduzione dell'acelilenc (CaHa) ad clilene (C:Hy) ¢ in genere utilizeata per una stima
dell'attivila nitrogenasica nei sistemi naturali, Entrambi | composti, infatti, possono venire
facilmente dosati, anche a concentrazioni molio hasse, con tecfriche gas-cromatografiche ¢ la
reazione ¢ altamente specilica perché nessun allro sistema enzimatico ¢ in grado di ridurre
l'acelilenc. £

2. Reattivi A Y

2.1. N se risulla necessario prevenire !'Capﬂﬁiziﬂﬁaﬂi}*ﬁampiuni all'ossigeno;
2.2. C-H2 0 '*Na adatla (vedi note teeniche) per csperimenti in campo;

2.3, fonte di gas con funzione di standard (vedinote leeniche) se desiderato;
2.4, sorgente di Ar o He;

2.5. lonte di Ox;

2.6. pas vetlore N3 per analisi con C:H-.

3. Apparecchiatura ¥,

3.1. Bottiglic con tappo a tenuta di gasy beute o baratteli in vetro con lappo a tenula;

3.2. sacchi in plastica a bassa petineabilitd. | sacchelli possono essere fermati per meezo di
tubi con tappo a tenuta o possoro avere dircttamente saldata alla superficic una pallina di
siliconc oppurc seiti in gomma siliconica o butilica per mezzo dei quali sia possibile
inscrire un ago di siringa;

3.3, spatole; <\

3.4, provetle portacampioni per il trasferimento dei sedimenti,

3.5. pinzcti; \

3.6. lorbici;

3.7. bisturi;

3.8. guanti;

3.9, sacchetti di plasticu;

3.10. siringhe di taglia appropriata per 'addizione di C2Hz 0 ""N al campione in esame;

3.11. siringa per prelievo gas;

3.12. siringhe monouso in plastica da | mL cd ago con o senza valvola in teflon;

3.13. pompa a vuoto cletirica o manuale;

3.14.. gas-cromalografo con detector a ionizzuzione di [famma;

2.15. colonna C18 in Porapak (R);

3.16, per analisi con N> occorre uno spettrometro di massa.

i s



1232004 Supplemenio ordinario alla GAZZETTA LUFFICIALE Serie generale - n. 61

—

4. Procedimento

Trasferire il campione seello per l'analist nell'opportuno conlenitore. Campioni come pezsett
di radice posseno essere trasleriti inlatli o tagliali in pezzetti pi corli ma prima devono esscre
superficialmente  sterilizzati  con appropriale  soluzioni (ipoclorilo, acqua ossigenata,
clorammina T, nitrato di argento). E' raccomandabile per materiali hinlogicamerte: mollo
attivi (piante o animali) che il rapporto tra il volume occupalo dalla lasc gassosa (mm”)
rispetto al peso fresco del campione (grammi) sia almeno pari a 300, cosi da minimirrare i
cambiamenti rapidi della composizione dell'almosfera durante I'analisi. Il peso esatto del
campione introdotio pud cssere convenientemente determinato dopo la determinazione del
contenuto di umidita.

Pud cssere necessario aggiustare I'umidita del campione di suolo o sedimento. pud esscre
fornita un opportuna fasc acquosa a parti di piantc acqualiche, se occorre stimolare | atlivita
azotolissatrice pud csscre necessario aggiungere fonti organiche 'di carbonio o azolo
combinato.

Prima dell’incubazione occorre chiudere i contenitori con tappi appropriati o saldare lc
superfict dei sacchetti di plastica. _

Occorre stabilire l'atmosfera appropriata per l'analisi. Nel taso del saggio di riduzienc
dell'CsHs I"atmosfera del sistema non dovrebbe essere allerata, se occorre una riduzione delle
concentrazioni di O-. il sistema deve essere saturato conina miscela di N3-01 o di un parziale
arricchimento dell'atmosfera con Na, Quando si ifppiega '"Na & nccessario rimuovere
completamente dall’atmosicra I'N: ¢ sostituirlo, con wh smosfera di Aro He, con "'No,

Per introdurre C,H: o '"Na nel sistema si deve timuovere con una siringa un volume di
atmosfera uguale a quello del gas che dovrd eséere introdotto. In seguito si inietta Cslly in
quantita tale da otienere una pressione parziale di 0.05-0.1 atm (una concentrazione maggiore
pud essere necessaria alla salurazione della nitrogenasi in alcuni sistemi contenent
microrganismi ¢ in particolari tipi di sedimenti), o "N in quanlitd tule da ottencre una
pressione parziale di almeno 0,4 aim.

Introdurre un gas con funzione di standard intemno, sc desiderato (vedi Note), quindi incubare
in sifu, o a lemperatura controllata‘in laboratorio. Condizioni di luce/buto possono essere
utilizzate in basc all'obicttivo prepasto.

Alla fine dell‘incubazionc campionare la fasc gassosa ad intervalli di tempo, utilizzando una
siringa (0,1-1,0 mL) per analisi gascromatografiche. La frequenza di campionamento dipende
dall'attivita del campione ¢ dalle condizioni di campionamento, anche sc analisi ogni 1-4 orc
sono quelle maggiormentedesiderabili; attiviti mediamentc basse  possono richicdere
campionamenti numerosi, per periodi di tempo piu lunghi.

Metodo 11.3.2,

Determinazione dell’attivita azoto fissatrice effettuata su carote

1. Principio

L'uso-di carote di suolo o sedimenti, cen o senza piante intatle, ha il vaniaggio di limitare gli
agenti-di disturbo rispetto allo swdio di parti isolate dal sisiema. Cid € vero soprallutlo per
campioni racchiusi nei contenitori di prelevamento.

.
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2. Reattivi

2.1, Una fonte di CzH: o di !N, adaita (vedi Note) per esperimenti in campo,

3 2. una fontc di gas con [unzione di standard (vedi Nete) se desiderato; una siringa riscrvata
unicamente a yueslo scopo;

2.3, sorgente di Aro He;

2.4. sorgente di Oa.

3. Apparecchiatura Fs 0

1.1, Trivelle o tubi cilindrici in acciaio o allro materiale di almeno 10 em, di diametro, di
lunghezza variabile (usualmente 15-20 ¢m) che possono avere i bordi mnleriori alfilat. Per
alcuni csperimenti pud ossere desiderabile chiudere il fondoe del cilindeo di campionamento
con fogli plastificati v metallici saldati con opportuni ccmenti, gomrua.Butilica o siliconica,

3.2 ecamera di analisi. Deve cssere sulTicientemenic ampia per conlerere il campione intatlo.
o nel caso di campioni con fondo ermeticamente chigse  deve esscre saldata
apportunamentc alla parie superiore dcl portacampionc, La camera pud essere in vetro, in
metallo rigide a tenuta gassosa, o in plastica ¢ deve avere an setto per l'iniezione ed 1l
prelievo della [asc gassosa; =

3.3, siringhe di taglia appropriata per 'addizionce di C:Ha 0 "!N: al campionc in esame;

3.4, siringhe per il campionamento. Le siringhe pil converienti da utilizzarc sono siringhc
monouso in plastica da 1 mL munite di ago con o senza valvola in teflon, Siringhe di vetre
con o senza valyele possono ugualmenic csscré wtilizeate, ma sono generalmente piu
costose. Se si presenta la neccssild di conservare i campioni, fare rilerimento a quanto
riportato nelle note tecniche: 3

3.5. pumpa a vuoto clettrica o munuale.

4. Procedimento

Quando viene cflcttuato il carotaggio, puo essere desiderabile campionare piante individuali o
campioni “al random” con vegetaziong pill © meno uniforme, Per alcuni sistemi (p, cs. zone
salmastre) pud risultare notevolmente. pitl pratico utilizzare sczioni orizzontali di suolo
piuttosto che il metodo del carolaggio,

Si chiude il campione apponendo 4d-base sul fondo ¢ la camera di misurazionc sul coperchio o
chiudendoe l'intera carofa in A contenitorc scparato. Quindi, si stabilisce l'atmosfcra
appropriata per l'analisiz si intraduce C2Hy o "*N;. come descritto per i campiont isolati dal
sistema. ed un gas con funzigne di standard interno, s¢ desideralo (vedi Note).

Quindi si incuba in situ _gfng.-'lcmpuralum controllata in laboratorio. Condizioni di luce/buio
possono cssere utilizzale irvbase all'abicttivo preposto.

Alla fine dell’incubaziofie si campiona la fase gassosa ad intervalli di tempo con siringa (0.1-
1.0 mL) per le andlisi gascromalograliche. La [requenza di campionamento dipende
dall'attivita del campione ¢ dalle condizioni di campionamento. Il manilestarsi della fasc
stazionaria ¢ meno frequente, in questo Lipo di analisi rispetto a quella effeltuata sui campioni
scparati dal sislema, perché le perturbazioni sono minimizzate. Periodi di incubazione di 2-6,
10-24 0 10-48 ore sone | pit appropriati per questo tipo di analisi,

Per analisi dél"*N; la percentuale di atomi di "N in eccesso dell'atmos(era sperimentale ¢ il
campionamento di N fissato devono essere determinati ad intervalli appropriati,

Ncllc analisi di campioni provenienti da incubazioni con "*N; si deve escludere la presenza di
(05 e N20 al [ine di evitare interlerenze nella determinazione dei diversi isotopi dell’azoto.
L'arricchimento in N2 nel campione prelevato viene determinato come descrillo da
Bergensen (1980).
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5. Espressione dei risultati
In molii casi la presentazione dei dati in base alla superlicic o al volume ¢ adeguala ¢ deve
essere caleolata dalle dimensioni note del campione. 1 dati possono inolire cssere convertiti
sulla basc dci pesi freschi o sccchi dei campioni di suolo o radici, escgucndo la
determinazione dell umidita.

Metode 11.3.3.

Misura dell'attivita azotofissatrice in sifu con sistema aperto

1. Principio

Il principio su cui si basa ¢ relativamente semplice: in un recipiente ghiuso, inseritw nel suolo,
viene inicttato acetilene od un opportuna gas che funge da standard interno; ad appropriati
intervalli di tempo, vengono prelevati campioni di gas da analizzare con il gas-cromatografo.

2. Reattivi
2.1. Fonte di gas da utilizzarsi come standard interno;
2.2. Fonte di C-Hs. CaCs o C3H, in bombola.

3. Apparecchiatura

3.1, Recipienti cilindrici di grandezza appropriata (10-30 em di diametro ¢ 15-30 cm di
altesva. in dipendenza del sito di analisi, de)-contenulo di acqua, ccc.) in plastica acrilica o
in materiale metallico. Ciascun lipo di reeipiente deve avere sul bordo superiore una
scanalatura contenente acqua o un altro sistema che serva per linserimento della parte
superiore da sigillare a tenula. La parle superiore pud essere rigida (fogli o cilindri in
plastica acrilica) o fessibile (semplicifogli o sacchi in plastica a bassa permeabilita o
polictilenc). Fssa ¢ manienuta altaccala alla paric infcriore 0 per inserimento nella
scanalatura del cilindro inferiore pér mezzo di un borde rinferzato e rigido in PYC oppure
fissata ulilizzando gomma silieonica, butilica o collanti simili. In ogni caso. questa
coperiura presenta scili in ‘gomma o palline di silicone che permettone di prelevare
campioni di atmesfera contenuti nel sistema, per mezzo di siringa,

3.2. Una siringa della capagita di almeno 500 mL & richicsta sc vicne ulilizzato C:H: in
bombola; 5

3.3. Siringa riservata per standard.

3.4, Termometro per la misurazione della wemperatura all'interno del sistema.

3.5. Siringhe per il .campionamento. Le siringhe pit convenienti da utilizzare sono sivinghe
monouso in plastica da 1 mL ed ago con o senza valvola di teflon. Siringhe di vetro con o
senza valvolespoessono ugualmente essere ulilizzale, ma sono generalmente pit costose, S¢
si presenta la necessita di conservare | campioni, farc riferimento a quanto riportato nelle
note leeniche.

4. Procedimento

Scegliere il luogo di analisi cd inscrire il cilindro nel suolo. La scelta di campioni
rappresentativi, pud rivelarsi difTicile o addiritura impossibile per vegelazioni naturali, dove &
preferibile un posizionamento “casuale™ all'interno delle comunitd tipo. [n studi diumni, le
analisi devonn csscre iniziale in momenti diversi del giorno,

e
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Introdurre nel cilindre un termomelro {se desiderato} ¢ un beaker o una beula contenenlc
carburo di calcio sufliciente per generare 0,1 atm di C:H», se viene scelta questa forma di
produzione di acetilenc.

Applicarc la parte superiare del recipiente ¢ sigillarc con acqua o altro materiale opportuno.
Introdurre CsHa attraverso iniczione dell'opportuno volume prelevato da bombola o versando
acqua sul carburo subito prima di fissarc la parle superiore del dispositiva alla parte
sottostante (prima dell'iniezione di C;H: un volume di almosfera pari a quelo di C:H:
introdotto deve cssere prelevalo, ma questo non risulta scmpre stretiamente neeessario).
Introdurre propano o un altro tipo di gas con funzione di standard interno.

Campionare la [ase gassosa ad inlervalli di tempo con siringa (0,1-1,0°mL) per le analisi
gascromatografiche. La frequenza di campionamento dipende dal sistema oggello di studio
ma & raccomandahile che i campioni siano prelevati dopo 0.5; 1.0; 2,0:5.0; 24 ¢ 48 orc. cosi
chc possano cssere osservale variazioni nel lempo. G )

Campionamenli rapidi della durata di 2-5 ore sono preferibili per-mitiimizzare i cambiamenti
nell'atmosfera ¢ la perdita di C:Ha dal sistema. Se si presenta la necessita di conservare i
campioni, fare riferimento a quanto riportato nelle note Iccnich_ﬁ:."

5. Espressione dei risultati

Un csempio di calcolo che coinvolge uno standard iftemo gassoso ¢ fornito nelle note
tecniche. | tassi calcolati di CoHy prodotto possono ¢sgere messi semplicemente in relazione
all'area di saggio o, per aleune applicazioni. la massa radicale presenic nell'arca di saggio deve
essere prelevala ¢ i tassi messi in relazione al pesasecco delle radici.

0. Note

&.1. Atmosfere necessarie per H saggio della riduzione del Coflx

Nei suoli che sono dotati di mederata porositd la salurazione dei siti di azotofissazione
avviene lacilmente con una pressione "parziale di CaHa di 0,05 atm ma, a causa dcll'alta
solubilita del C-Hs, anche 0,2 atm.passono cssere richicste in suoli saturi di acqua, In aleuni
casi, per es. in radici isvlatc da usambiente caraticrizzato da basse pressioni di ossigeno, si
pud verificare linatlivazione ~tella nitrogenasi; tale inconveniente pud cssere climinalo
riducendo il pit possibile I'espesizione del campionc all'aria e riducendo la pressione parziale
dell'Oa ad un valere intorno &0,1-0.05 atm.

6.2. Standard interni

In molii casi lo stesse Call; puo fungere da standard interno. Tuttavia in campioni dotati di
una significanic fase acquosa o per saggi da effcituarsi in vitu, surcbbe meglio utilizzare altri
gas dotati di solubilitd ¢ di caratleristiche di diffusione vicine a quelle possedute da C:Hs,
come clano. propilene ¢ propano. Nella tabella | sono riportate alcune proprieta di questi gas
comparali con guelle di C;Hz e CaHa.

Essi dilTeriseono non solo in relazione alla solubilitd in acqua ma anche ncl grado di cluizione
dallc colonpe Porapak utilizzale comunementc nell’analisi dei campioni: inoltre, 11 loro
assorbimento nel suolo decresce nell'ordine seguente: propilenc> metano™ elano> propano.
La sccha dello standard interno deve essere latla molto accuratamente considerando il tipo di
campione da solloporre all'analisi ¢ la compatihilita con il sistema di gas cromatografia
utilizzato,
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Tahella 1. Alcune propricta di gas standard interni comparate con quelle di acetilenc cd
ctilene. da Knowels (1980).

Proprieia Metann | Acelilene Fiilenc Elano Pupilene | Propano
Saluhlila

in HCk]_'ui'l 4 Y G
o1 b 0,038 1.05 {1122 [ERES L 022 (NIRVER
Ordine

eluiziune

5

Porapak R | 2 2 3 - . -

Pernpak X | | 2 3 5 N 5§

Purapak €3 I 2 3 T Yok f

*1.a solubilita & cspressa in em” di gas per em i gequa a 20°C.

| calcoli, assumendo di utilizzare quale standard interno/dl propano, posseno cssere escguiti
nel modo seguente (Balandreau e Dommergucs, 1973): A
R e2V2-elVl:a(idstl)
dove R & la quantita di CaH. prodolia in mol m~ W' el ed ¢2 le concentravioni di CaHy dei
campioni presi ai tempi (1 ¢ 12 in mol mL-1, VI ¢ N2i volumi in mL occupati dai gas ai
tempi 1 ¢ 12,
Poiché:
Vi=P/pleV2=P/p2
dove
pl ¢ p2 sono lc concentrazioni di ('3 Hy dei carpioni presi ai tempi tl ¢ 12 in mol™ mL™,
P la quantita di C;Hy inicttata in moli,
a la superficic inclusa in m”,
(1 ¢ (2 i tempi in ore dei campionament.
Sari:
R=e2P/p2 -ei Rl a2 -1)= Pl (12 -il)x(e2/p2 -el/pl)
1a sensibilita relativa del gas cromatografo a CaHyca C;Hy pud essere determinala inictiando
quantita equimolari dei due gas.
Se¢ ¢/p' & il rapporto delle.altezze dei picchi di CaHa ¢ di Cshly (con I'attcnuazione inclusa)
ottenuta in tale calibrazianc ¢ hel / hpl ¢ he2 / hp2 sono i rapporti delle altezze dei picchi di
CsHy ¢ di C3Hy ellenuti nei campion ai lempi 11 ¢ 12 allora:
CR=Pp’'/ae'(t2 -ti)x (he2 /hp2 -hel /hpl)
In questo caso, per tiascun particolare esperimento in cui la quantila di propanc inicttata ¢ la
scnsibilita del.gas-cromatografo sono costanti, sono nceessari solo i rapporti delle altezze dei
picehi dei campioni di gas da analizzare.

6.3. Atmasfere necessarie per il saggio con H,

Per questo saggio ¢ necessario rimuovere I'Na presente ncll'atmosfera ¢ sostituirlo con la
maggiol quantita di "IN, possibile. Percid ¢ necessario far [uire nel campione da analizzare
una corrente di Ar o He scguita dall'aggiuma della necessaria quantitd di "“N,. La pressione
parzale di "N, dovrebbe essere compresa tra 0.4-1.0 atm.

.
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6.4, Approwigionamenti di gas per usi in campo

Assal spesso, in questo tipo di analisi, risultano ulili piccoli conlenitori per gas in metallo o
palloni in gomma. Tullavia, CaHa pud essere generato anche a partire da CaCa (carbure di
calcin). L'""N; vicnc preparalo precedentemente in laboratorio a partire da (""NH 580 cd
cventualmente trasporato in campo in siringhe di vetro a lenula,

6.5. Conservazione dei campioni di gas prefevati per analisi

La conscrvazione dei campioni da sottoporre all'analisi gas-cromatogralica pud cssere fatte
con uno dei modi seguenti;

- in siringhe di vetro (p. ¢s. Glaspak} dotate di valvola per ridurre le perdite;

- in tubi tipe Vacutainer o boltigliclic in cui sia stato [atto il vuolo precedentemente;

- inicttando i campioni da analizzarc in hottiglictic ricmpite con acqua in cui l'acqua in
cecedenya csee da un secondo ago inscrito nel scllo; in quesio casopﬁfb CSSCIC NCCCssaria una
correzione per la solubilita dei componenti di interesse nell’acqua caritenuta nel recipiente.

Metodo 11.3.4. A

Misura simultanea dell’azotofissazione e -;I'él_lﬁ denitrificazione

1. Principio

Poich¢ l'azotofissazione ¢ la denitrificazionc ‘passonn avvenire conlemporancamente nello
slesso suolo, pud essere utile delerminare contemporaneamente C:Hy e N>O. Poiché in
presenza di C;H: la riduzione di N>O & completamenie inibita, la misura dell'accumulo di
N-O) presente nel sistema risulla esser¢hyna stima del grado di denitrificazione totale di un
suolo.

2. Procedimento

Per cffettuare la contemporanea determinazione di C;Hs e di N;O sono necessari tipi di
detector diversi da quelli impicgali per la determinazione dell'ctilene, che devono risultare pit
sensibili all'Na0, come quelli a condullivila termica, ad ultrasuoni, a ionizzazione di elio 0 a
catlura di eletironi. :

l.a determinazionc contemporanca dei due gas pud cssere olienula ponendo una derivazione a
forma di T dietro l'inietiore per i gas: un braccio del T ¢ connesso ad una colonna adatla per la
scparazione del N>Q'(p. es. una colonna di 2-3 m x 3 mm Porapak Q, di 80-100 di porosiia) ¢
termina ad un deleétor a condutlivilta termica (TCD). L'altro braccio ¢& connesso ad una
colonna adatta per la separavione degli idrocarburi (per cs. una colonna di 2 m x 3 mm Porasil
Cfisocianato di metile, di 80-100 di porosita) ¢ termina con un delector a ionizzazione di
fiamma (F11). 11 flusso del gas di trasporio (clio} ¢ regolato a circa 16 mL min”' peril FID ¢ a
46 mL min™ per il TCD. La temperatura della colonna ¢ mantenuta a 50°C e i due detector
sono conuessi con duc pennini per registrarc i dati,
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Metodo 114,
ATTIVITA AMMONIOSSIDANTE

1. Opgetto _
11 presente documento fissa i metodi per la determinazione della attiviti ammonia-ossidantc

del suolo,

Metodo 11.4.1.

Misura dell’attivita nitrificante potenziale (PNA)

1. Principio My

La misura dclla PNA viene determinala secondo le modalita di Belser ¢ Mays, 1980 ¢, dato
che si svolge in un tempo ristretto, vience presa come un indice istantanco della popolazione
ammonio ossidante atliva. '

2. Procedimento

20 g di suolo vengeno pesati in una beuta Erlemayer di 250 mL; si aggiungono 50 mL di
fampone fosfato 2mM (pH 7.2 - 7.5) conienenle (NH4)-8Qy alla concentrazione di 0.5 o
ImM: la sospensione viene incubata a 26°C su un agitalore rotante. La produzione di nitriti o
di nitriti pit nitrati viene misurata ad intervalli regolari duranie un periodo di 4-6 ore
prelevando un'aliquota della sospensione (1 o pit mL) ¢ centrifugandola a 15000 x g per 5
minuti; il surnalante vienc addizidndto con un volume identico di 2M KCI per arrestarc la
nitrilicazione. Per la lettura dei soli hitriti aggiungere alla sospensione | mL di 1M KCIOs,
Per determinare Ja PNA massima in funzione del pH, aggiungere IN HCl o IN NaOH alla
sospensionc al fine di ottenere una gamma di pHtrad.5e 8.5 con intervalli di 0.5.

L acetilene (conc.~10Pa) inibisce la nitrilicazione autolrola, ma nen quella eterotrola; questo
consente. climinando il cloralo dalla sospensione, di misurare la produzione di NO; in
presenza ed in assenza di acetilenc: la differcnza rappresenta il valore della nitrificazionc
clerotrofa.

La determinazione di-nitriti, nitrati ¢ ammonio nei suoli viene misurata in estratti da sol uzioni
1:3 (suclo: 2 M KC).

3. Espressiotic dei risultati

La PNAsi slabilisce determinando la produzionc di N3 o NO:; da NHy mediantc
I' Autoanalyzer o con procedure spettrofotometriche direlle utilizzando il reattivo di Gricss-
[lloway.
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Metodi 11.5,

VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA DENITRIFICANTE DEL SUOLO

1. Oggetto _
Il presentc documento fissa i metodi per la determinazione della attivita denitrificante del

suole.

Meiode 11.5.1.
Valutazione dell’attivita denitrificante in sifu

1. Principio

La determinazione dell*atlivita denitrificante pué csprimere;gecondo quale sia la melodologia
adottata. la rcale intensitd del processo nel suolo in fn deicrminalo momento o la sua
potenzialitd (potenziale di denitrificazione}. 3

Tale melodo permette la determinazione dell’N2Q), svollo dalla super(icic indisturbala del
suolo, tramite A1 T, ¢ dispositivi infissi nel suolo (gover-hox).

2 Reattivi
2.1.carburo di caleio in granuli;
2.2 cloruro di rame CuCls in soluzionc acquosa all’8%.

3. Apparecchiatura ;

3.1. Cilindri in acciaio di 40 cm di didmetro ¢ 35 em di altezza, aperli inferiormente e muniti
superiormente di coperchio mobile in plexiglas, a lenula di gas ¢ provvisto di un loro con
scito perforabile;

3.2, siringhe monouso da 10 mhk ¢ da | mL; siringhe di precisione per gas cromatografia da
0.l mL.0.5ml.c1mL;

3.3. vial da 5 mL. con tappe. perforabile ¢ ghicra di protezione in alluminio (tipo flacone per
antibiotici) a tenuta di vuoto, riempiti con cloruro di calcio granulare (pezzatura [-2 mm);

3.4, sistema per vuolo;

3.5, conlenitori monouso in alluminio, di lorma Wwonco conica ¢, superiormente di 8 cm ca. di
diametro; :

3.6, gas cromatoegrafo con rivelafore a cattura di elettroni (ECD), cquipaggialo con colonna
di acciaio, lunga 2 m ¢ con diamctro interno di 2 mm, impaccata con Poropak Q 80-100
mesh.

4. Procedimento

Dopo-ayer inserito nel suolo i cilindri metalliei (non meno di due per ogni traltamento) alla
profondita di 5 em, si procede alla somministrazione dell’acetilene ponendo all’interno di
ogni cilindro un contenitore di alluminio con 25 mL. di soluzione di cloruro di rame in cui si

— 4 —
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versana R g di carburo. Questa operazione consente Jo sviluppo della quantita di acctilene
necessaria per raggiungere una concentrazione della medesima nel suole mediamenie non
inferiore al 4-5%. Si chiude rapidamente il cilindro eon il coperchio e si attende mezzora circa
per favorire la completa diffusione dell'acetilenc prodatia nclla reazione. Trascorso tale
tempo si effettua un primo prelicvo di atmosiera all'interno del cilindro tramite perforazione
del sello di gomma inserito nel coperchio con una siringa da 10 mL, per valutare I'N.O
presenic al lempo zero © si ripete il prelievo dopo due ore. In entrambi i casi il'campione
gassoso prelevato viene rapidamentc rrasferito nei vied sotto vuolo ¢ il cuj conicnute di
cloruro di calcio permette 'climazione del vapore acqueo che disturba l¢.analisi, Queste
potranno essere cffetiuale entro breve tempo dal eampionamento o anche dopo diversi giorni.
avendo cura perd di conservare i vial a 3°C. ;

L"analisi della miscela gassosa viene cffeituata per via gas cromatografica con rivelatore 2
cattura di elettroni dopo passaggio in colonna con Poropak Q con urg Masso di clio di 40 mL =
min. | ¢ make-up di acolo con flusso di 20 mL % min”. La quantila di miscela gassosa
immassa in colonna ¢ di 1 mL, tramite siringa mMonouso corredata di ago in acciaio per gas
cromatografia. Le condizioni strumentali pit convenicnli songr risultate cssere quelle che
scguono: temperatura all*inicttore 225°C. lemperalura della camera 50°C. temperatura al
vivelatore 350°C: tensione d’impulso (pufse width) | migroSiemens, tensione di cccitazione
50 Volt; la corrente che regola la frequenca pud variaréstra 1 ¢ 1,5 nA ¢ a quesia deve
corrispondere una frequenza non inferiore a 4000 Herlz, |

i

5. Espressione dei risultati

Le concentrazioni di N2O misurate dallo strunicato vengono calcolate tramile riferimento ad
una retta di taratura cscguita preveniivarentc. La trasformazione delle concentrazioni in
quantita assolute di N2O richiede la conoscenza del volume libero interno dei cilindri, Questo
pud essere calcolato in modo molo approssimativo, qualora la superficie del suolo sia quasi
perfcttamente piana, misurando 'aligzza media da terra del cilindro, © in maniera csata
tramite delle prove in bianco con un gas-di riferimento (p. es. il propano) che viene introdotto
nel cilindro in quantitd nota.

6. Note

[ "esccuzione della prova deve cssere evitata nelle ore piti calde della giormo dato Ueffetto
radiante che i cilindri mq'lal-lici possono svolgere con conseguentic notevale aumento della
temperatura ¢ dell’umidita dell’atmos(era al loro interno. Qualora non sia possibile procedere
allc prove nelle prime ore del mallino (che sono risultate esserc le pia valide anche al {ing
dell"cstrapolazionc et risultati alle 24 orc) ¢ neeessario procedere alla coibentazione dei
cilindri con vari accorgimenti. Tra questi il pi valido risulta essere quello di rivestire il
cilindro con schiuma poliuretanica ¢ schermare il coperchio con paglia o simili.

Data I'clevata‘sohubilita dell’N>O in acqua ncl easa di suoli saturi o prossimi alla saturazione
¢ opportuno, procedere al caleolo del protossido di azeta disciolto nell*acqua del suolo che va
aggiunto a guello misurato nello spazio di lesia. Il calcolo pud cssere [atto usando il
coelTicienie di Bunsen nella seguente equazione:

M= Cg (Vg + Vo)
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dove M ¢ la quantita totale di N-O (nell’acqua ¢ nella fasc gassosa), Cg la concentrazione di
N.O nella fase gassosa, Vg il volume della lase gassosa, V1 il volume della fase liquida cd
1 coofficicnic di Bunsen. Per comoditd del lettore si riporiano alcuni valori di guesto
cocMiciente relativi al protossido di azolo.

Temp. coefT, di
*C Bunsen
10 0.882
15 0,743
20 0,632
25 (0.544

Metodo 11.5.2.

Valutazione della denitrificazione pntenzialﬁdel suolo D.E.A.

1. Principio Y

Tale saggio, tramitc A.L.T. ed incubazione di un eampionc di suolo in anacrobiosi, permettc di
dcterminare del potenziale enzimatico denitrificante del suolo (Denitrifying Lnzyme Activity,
DEA)

2. Reattivi

2.1. Acqua sterile;

2.2.soluzione 1.4 mM di KNO;;
2.3.soluzione | mM di cloramignicolo;
2.4, acetilene PP in hombola;

3. Apparecchiatura :

1, Beute Pyrex, con collorsenza hordo, da 50 mL;

2. tappi perforabili jn gomma al silicone, con bordo niballabile;

3.3, siringhe monousoda 1 ¢ da 10 mL;

3.4, iringhe per gas cromatogralia da 0,1 ml, 0,5 mL e | mL;

3.5. contenitori poriatili per gas da 1,5 L, a volume variahile;

3.6, plastigas;,

3.7. vial da 5 ml., con lappo perforabile ¢ ghicra di prolczione in alluminio {(tipo MNacone per
antibioticiy a tenuta di vuoto, riempiti con cloruro di calcio granulare (pezzatura 1-2 mm);

3.K. sist¢ma per vuolo,

3.9, cabina per anacrobiosi, con atmosfera di Na (80%). CO: (15%), H» (5%):

3.10. gas cromatografo con rivelalore a callura di eletironi (ECDY, equipaggialo con colonna
di acciaio, lunga 2 m ¢ con diametro interno di 2 mm, impaceata con Poropak Q 80-100
mesh.
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4. Procedimento

Campioni di 20 g di suolo (nel caso dei suoli agrari o degli orizzonti mincral) o di 10 g (nel
caso degli orizzonti organici dei suoli agrari) vengono disposti in beute da 50 ml ed
umidificati preventivamente [ino al 50% della loro capaciid di ritcnuta idrica cofi<acqua
sterile. J

Quindi si trasfcriscono Je beute nella cabina per anacrabiosi e si procede alla aggiunta di 10
mL di soluzionc coslituita da una miscela delle soluzioni di nitrato di_potassio © di
cloramfenicolo in modo da olienere una concentrazione del primo pari a 20 ug per g di suolo
¢ pari a 300 ug per g di suolo del secondo, :

Si tappano lc beute ¢ si aggiunge CpH; con una siringa da 10 mL per raggiungere la
concentrazione di questa del 10 % v/v. Terminala quest’ultima operazione si dispongono le
beute su un agitatore orbitale a 120 rp.m. in modo da ollencre und fanghiglia. Queslo
consente di favorire al massimo lc reazioni tra il substrato ¢ la caricy erizimatica denitrificante
presente nel suolo ¢ di ridurre al massimo la durata della prova. Da questo momenlo si inizia a
calcolare il lempe di incubazione (2 h) nel corso del quale si._é__[]'%uuano tre prelievi del gas
nello spazio di testa delle heute: il primo immediatamente alliayvio dell’incubazione (tempo
£cr0), il sccondo dopo un ora ¢ il terza dopo due ore, | campioni gassosi prelevali vengono
(rasferili nei vial. come descritte anche nella metodica precedente, ¢ ivi conservati in attesy
dell’analisi al gas cromatogralo. )

La metodologia analitica gas cromatografica non differisce da quella descritia sopra per la
valutazione deoll'attivitd denitrificante in situ ¢ ad c¢ssa si rimanda, tenendo presente che, in
questo caso, ¢ sempre necessario procedere al calealo dell’N-O disciollo nella fase acquosa.
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Metodi ITI.1.
DETERMINAZIONE DEL POTENZIALE NITRIFICANTE

1. Oagetto :
Il presente documento fissa i metodi per la determinazione del potengale niwificante del

suanlo.

Metodo 111,1.1,

Determinazione del potenziale nitrificante del suolo condizionato alla
capacitd di campo '

1. Principio L
11 metodo, si basa sull'incubazione del suolo trattato con ammonio solfato ¢ sulla misura del
contenuto di nitrati prodotti dopo 3 settimane di incubazione a:25°C,

2. Reattivi ’

Nel corso dell'analisi si utilizzano acqua distillata ¢ reaggntidi qualila analitica riconosciuta,

2.1, Ammonio solfato, (NH4)280:, soluzione 0.2 wol/L. in un becher da 1000 mL si
sciolgono 26,428 p di (NH4)804 con circa 700/mE di acqua, Si lravasa in un matraccio
1arato da 1000 mL ¢ quindi si porta a volume con dcqua;

22 solurione estracnte di potassio solfalo 0,5niol/L o di potassio cloruro 2 mol/L: si
seinlpono 87,13 g di K;S0, 0 149,12 g di KCI con circa 700 mL di acqua in un hecher da
1000 mL. Si travasa in un matraccio larato.da 1000 mL ¢ si porta a volume con acqua,

3, Apparecchiatura

Correnle altrezzatura da lahoratorio ¢ ip particolare:
3.1, centrifuga; ;

3.2. agilalore meccanico;

3.3, camera lermostalica.

4. Procedimento

4.1, Determinazione del contentito iniziale di azoto nitrico presente nel suolo

Si pesano 20 g di suolo (resco in una bottiglia di polictilenc da 250 ml, si aggiungono 100 mL
della soluzione cstracnle &'si agila per 60 minuti. Si centrifuga, si filtra (Whatman n.42) ¢
ncll'estratto limpide si.determina il contenuto di azoto nitrico,

4.2, Incubazione

Si pesane 100 g di suolo fresco in un becher ¢ si aggiungono 2 mL della soluzione di
(NH4):804 0.2 mol/l. cd acqua in quantitd sufficiente per portare il suolo alla capacita di
campo. Si (appa il becher con un velo di paralilm leggermenie forato, sl pesa ¢ si pone in
incubatore @, 23°C in assenza di luce por 3 scltimanc. E' nccessario pesarc il becher
scllimanglmente o, s¢ 0CCOTTE, AgEIuNgerc acqua allo scopo di manicnere 'umidita del suolo
alla capacila di campo.

4.3, Prova in bianco
Si effcliua parallelamente una prova in bianco nelle stesse condizioni, omettendo il solfalo di
AMmManio.
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4.4, Estrazione dell'azofo nitrico

Alla fine dell'incubazione si pesano 20 g di suolo in una bottiglia di polictilene da 250 mL ¢ si
aggiungono 100 mL di soluzione cstracnte. Si agila sy agitalore meccanico per fyﬂ rpi_nuti_a
tcmperatura ambicnie, si centrifugy a 4,000 gir/min per 5-10 minuti (oppurc si laseia m

riposo 30 minuti) ¢ quindi si filtra su {iltro Whatman n. 42, Su un'aliquota del l]llra_f;a'si dosa
poi I'azoto nitrico.

5_ Espressione dei risultati :
| risultati vengono espressi in pg di N-NOy’ g di suolo scecato in stufa a 105°C .
Il valore dell'attivita nitrificante "potenziale” sara ricavato per difTerenza:
No = Ni-Ni
dove: A,
Mo ¢ l'attivita nitrificante polenziale; ¥)
Nt ¢ il contenuto di azoto nitrico nel campione lrattato con solfalodirammonio;
Ni & il contenuto iniziale di azoto nitrico, Ao
11 valore dell'altivita nitrificanic "attuale” sara ricavato per diffgrenza;
Ne¢ = Nn-Ni
dove: A
N & l'attivita nitrificanie attualc; A
Nn & il contenuto di azolo nitrico nel campionc non trattato
(prova in bianco). \;
Ni & il contenuto inigiale di azoto nitrico.

Metodo I11.1.2.

Misura del potenziale nitrificante sulla sospensione del suolo (a)

1. Principio

In questo metodo, i campioni di suole sono tratiali con un ceeesso di liquido (sofl slurry) cd
incubati per 24 orc sotto agitaziohc continua in condizioni ottimali di umiditd, aerazionc ¢
contenuto di fosforo ¢ acole ammoniacale, Il conlenuto di nitrati viene misurato sulla
sospensione del suolo prelevataad inlervalli di tempa prestabiliti.

1. Reattivi

Nel corso dellanalisi si.utilizzano acqua distillata ¢ reagenti di qualita analitica riconosciuta,

2.1. Ammonio solfad, (NH)S0;, soluzione 50 mmol/L: in un becher da 1000 mL 5
sciolgono 6,607 g di (NH4)2504 con circa 700 mL di acqua. Si travasa in un matraccio
tarato da 1000'mL ¢ quindi si porta a volume con acqua.

2.2. losfato bipatassico, K:HPOy, soluzione 0,2 maol/L: in un becher da 100 mL si sciolgono
3,484 g di KaHPO, con circa 70 mL di acqua. Si travasa in un matraceio tarato da 100 mL
e quindissi porta a volume con acyua.

2.3, Fosfato monopotassico, K11:POy, soluzione 0.2 mal/L: in un becher da 100 mL si
sciolgona 2,722 ¢ di KH,PO: con circa 70 mL di acqua. Si travasa in un matraccio tarato
da 100 mL ¢ quindi si porta a volume con acqua.

2.1 Sohizionc tampone a pH 7.2 (1,5 mmel/L di NHy™ ¢ 1 mmol/L di PO.™): si prelevano 3,5
mL della soluzione di K:HPO4. 1.5 mL della soluzione di KHoPO4 ¢ 15 ml della
soluzione di (N11:):80; ¢ si introducono in un matraccio 1arato da 1000 mL. Si porta a
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volume con acqua dopo aver aggiustato il pH a 7,2 con una seluzione diluita di H.80; 0
di NaOH. La soluzione & chimicamenic stabile ma occorre riprepararla dopo un cerlo
perioda perché pud esscre contaminata da crescita microbica. Conservare lc soluzioni in
friguriflero.

3. Apparecchiatura

Corrente attrezzatura da laboratorio ¢ in particolare:
3.1. Centrifuga.

3.2. Agitalore oscillante.

3,3, Camera lcrmostatica.

4. Procedimento

4.1, Incubazione e

Si pesano 15 g di suolo fresco (10 g se il suolo prescnta un corignuto clevato di sostanza
organica) in una beuta da 250 mL e si aggiungono 100 mL di sgl_itgihnc lampene a pH 7.2. 51
chiude 1a beuta con un tappo di colone o di gomma [orato ¢ si aghta per 24 ore a 25°C.

4.2, Campionamento :

S effetiuano 4 campionamenti (2, 4, 22 ¢ 24 ore} al [inc di csaminare la cinctica del processo.
Si prelevano. nel momento in cui cessa P'agitazione, 10 mL della sospensione omogenca o una
quantity superiore, nel caso che la sospensione vcnéa filirata. con una pipetta automatica
provvista di puntale con apertura adeguata. Si centrifliga in tubi da centrifuga da 15 mL 2
8000 giri/min per 8 minuti oppure si (iltra su (iltri Whatman n.42,

Sull'estralto limpido si determina il contenuto di azolo nitrico

5. Fspressione dei risultari

I risultati vengono cspressi in pg di N-NOs h "¢ di suolo seceato in stufa a 105°C,

Alcuni consigliano di determinare anche la concentrazione di N-NOy' ¢ di sommarc questo
valore 4 quello dell'azoto nitrico al fing divcalcolare la velocita di nitrificazione.

Metodo 111.1.3, Q.

Misura del potenziale nitrilicante sulla sospensione del suolo (b)

1. Principio .

Tale metodo prevede l'ineubazione per 6 ore di campioni di suolo trattati con una soluzione
(soil slurry) contenente-fosforo, ammonio e sodio cloralo. In presenza di clorato la quantila di
nitrito che si accumula eorrisponde alla quantild di azoto ammoniacale ossidato, [l contenule
di nitriti vienc mitsurato sulla sospensionc del suolo prelevata ad intervalli di tempo
prestabiliti,

2. Realtivi

Nel corso dell'analisi si utilizzano acqua distillata ¢ reagenti di qualita analilica riconosciuta.

2.1. Potagsio cloruro, KCI, soluzione 4 mol/L: in un becher da 1000 mL. si sciolgono 298 g di
K} con circa 700 mL di acqua. Si travasa in un matraccio tarato da 1000 mL ¢ quindi si
perta a volume con acqua,

22 Fosfalo bipotassico, K:HPOs, soluzione 0.2 mol/L: in un becher da 100 mL si sclolgono
3,484 g di K-HPQy con circa 70 mL di acqua. Si travasa in un matraccio tarato da 100 ml.
e quindi si porta a volume con acqua.

— 4D —



13-3-2004 Supplemento ordinarie alla GAZZETTA UFFICIALE Serie penerale - 1, 61

—_— e

2 3. Foslato monopotassico, KHaPO4, soluzione 0.2 mol/L: in un becher da 100 mL si
sciolgono 2,722 g di KH:PO4 con circa 70 ml. di acqua. Si travasa in un matraccio taralo
da 100 mL ¢ quindi si porta a voluie con acqua,

2.4, Soluzione stock A: si prelevano 28 mL di soluzione di KalPOy ¢ si introducono.in un
malraccio larale da 100 ml., si aggiungono 72 mL di soluzione di KH:PO, e ;f:i"'pm'la a
volume con acqua. 1k

4 5. Soluzione stock B: Sodio clorato, NaClOs, soluzione IM: in un becker da 100 mL si
sciolgono 10,64 g di NaClO; con circa 70 mL di acqua Si travasa in un matraccio arato
da 100 mL ¢ quindi si porta a volume con acqua, A

2.6. Soluzione tampone a pH circa 7.2; si prelevano 10 ml. della soluzione stock A e si
introducone in un matraccio tarato da un litro, $i aggiungono 15 ml, della soluzionc stock
R ¢ 0,5 g di (NH:)-804. Si porta a volume con acqua. A

3. Apparecchiatura

Corrente atlrezzatura da laboratorio ¢ in particolare:
3.1. Centrifuga.

3,2, Agiwntore oscillante (175 rpm),

3.3, Camcra lermostatica.

4. Procedimento

4.1, Inctibazione

Si pesana 25 g di suolo fresco in una beuta da 258/ miL ¢ si aggiungono 100 mL di soluzione
tamponc a pH 7.2. 8i chiude la beuta ¢ si agita per.6 ore a 25°C.

4.2, Campionamentu

Dopo 2 ¢ 6 ore si prelevano, nel momento in cui cessa l'agitazione, in modo da mantencre
costante il rapporto suolo: soluzione, 2 mL della sospensione in un tubo da centrifuga ¢ si
aggiungona 2 mL di KCL "

Si centrifuga a 3000 giri/min per 2 minGii, se necessario si filira con carta Whatman n. 42.
Sull'estrallo limpido si determina il eentenuto di N-NO».

5. Espressione dei risultati §
I risuliati vengene espressi in hgdi N-NOy min”' ¢! di suolo seccato in stufa a 105°C,

Nowe

Se 1a determinazione del“contenuto di N-NO-" richiede una maggiore quantita di cstratlo, si
consiglia di utilizzare 10 mL di sfwrry per ogni campionamento ¢ di prelevare il surnatante
dopo sedimentaziong. In questo caso, Ja centrifugazione o la Niltrazione potrebbero non essere
necessaric. Ny

Sc non & possibile efTetiuare immediatamente 'analisi gli estratti devono essere conservati in
frigorifero a 4-85€ per non pii di 24 ore. Si consiglia di non congelare gli estratti,

Sc vengono utilizzati fanghi il contenuto di ossigeno dello vlurry potrebbe essere limitante; in
questo caso'accorre acrare i contenilori o aggiungervi direttamente ossigeno.

6. Note-
| mitrati- negli cstratti di suolo possono cssere determinati per via colorimetrica, per

distillazionc in corrente di vapore o mediante I'usa di un elettrodo specilico.
Per la dettagliata descrizione dei metodi di determinazione, rimando al Manuale di Metad:
Chimici della medesima collana.
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Metodi I11.2.

ATTIVITA AMMONIFICANTE POTENZIALE

1. Oggetto

[l presente documento fissa i metodi per la determinazione della attivitd ammonificante del
suolo.

Metodo 111.2.1.

Metodo della piastra di terra

1. Principio

Il metodo si basa sull'aggiunta ad un campione.gdi suolo di una quantitid nota di sostanza
azolala proleica misurandone ogni giorno la quaniita di ammoniaca liberata nell'atmoslera.

2. Reattivi

2.1, Polvere di sanguc cssicealo;
2.2, acido sollorico N/50; T,
2.3. idrossido di sodio N/50.

3. Proecdimento

Distribuire sul fonda di una piastra Petri di 10 cm di diametro senza coperchio 50 g di suolo ¢
0.5 g di polvere di sangue essiccato, Aggiungere 12 mL di acqua {25% di umidita). Porre la
piastra Petri in una di dimensioni maggiori (15 cm di diametro). Versare nella piastra pit
grande 10 mL di acido solforico N/50 csallamente misurati ¢ qualche goccia di rosso di metile
come indicatore di-viraggio. Chiudere la piastra grande con il suo coperchio ¢d incubarc a
28°C. Ripeterc.tr¢ volic ciascuna dewerminazione. Ogni giomo titolare la quantita di
ammoniaca liberata nel seguente modo:

- levare dalla piastra pii grande quella contenente il suolo;

- sciacquare al di sopra della piastra grande il fondo di quella pit piccola con una spruzzctia;

- 1itolare Yacido solforico con della soda N/S0;

- scolare ¢ rimpiazzare i 10 mL di acido sollorico N/30 per la titolagione del giorno dopo.

Si inewba per un periodo di 12 giomi (di solito la produsione dell'ammoniaca alla line di
questo periodo ¢ molio debole).

— A
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4. Espressione dei risultati

S traccia una curva dello sviluppo quotidiano di ammoniaca su un foglio di cara millimetrata
riportando sull'ascissc il tempo (giorni) e sulle ordinate la quantita di ammoniaca titolata
(millilitrt di soda N/50 oppure azolo od ammoniaca). La curva di ammenificazione haul suo
massimo in genere intorno al 57 giorno.

In modo analogo si calcola la quantild totale di ammoniaca liberata durante lutta la durala
dellesperimento.

Metodo I11.2.2.

Metodo della caseina lattica

1. Principio AN

Il metodo si basa sull'aggiunta al suole di una macromolecola proteica la cui minecralizzazione
coinvolge tutli i microrganismi ammonizzanti. In partigolare un campione di suolo viene
incubato per 6 scitimane in presenza di un ceeesso di cascina latiica. 1l suolo viene liscivialo
ad intervalli di tempo definiti ¢ l'azoto ammoniacale delerminato colorimetricamente.

2. Reattivi

2.1. Soluzione satura di CaS0y; ™

3 2. soluzione nutritiva esente da azoto (0.002'M CaS0.*2H20, 0.005 M Ca(H:P04). 0.0025
M K-804, 0.002 M MgSOy).

3. Procedimento :

11 suolo (50 g), miscelato in parti uguali con sabbia di quarzo ¢ disposto in buchner (diametro
esterno di 13 ¢m) su uno strato di circa 2 cm, viene incubato alla temperatura di 30°C + 0.5 cd
al 60% dclla WHC previa aggiuntardi-azoto nclla quantith di 250 mg/kg sotto forma di cascina
la(tica. Mantenendo costante I'upiidita, ad intervalli di tempo di 7 giorni si procede a lisciviare
il suolo con 900 mL di una soluzione satura di CaSO4 ¢, successivamente, 4 reintegrare gli
clementi nuiritivi trattando il terreno con 100 mL di una soluzione esente da azoto (0.002 M
CaS0,*2H:0, 0.005 M Ca(HiP0s), 0.0025 M KsS0:, 0.002 M MgSO4).

Nei pereolali viene detebgiinato, per via colorimetrica, sia l'azota nitrico (che dovrebbe
risultare in tracee) cheévquello ammoniacale. La durata dell'incubazione & di 6 setliimane.
Parallelamente viené allestita una prova in bianco del wito analoga alla precedente fatta
cecezione per 'aggiuota della cascina lattica,

4. Espressione dei risultarti

La quantita di ammonio provenicnte dall'ammonizzazione della sostanza organica cndogena
del suclo (dema "A" cd cspressa in mg di azoto per g di sunlo) dovra cssere sottratta di volta in
volia dalla guantita sviluppata dalla tesi con aggiunta di cascina lattica {detta "B") sccondo la
segucni®: formula:

% NH 4 /(g suolo x 7 giorni) = BI;;

= 100

o S
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Metodo I11.2.3.

Metodo dell'arginina

1. Principio |
Tale metode, utilizeato adottando delle madiliche lecniche minori, si basdy ‘come il

precedente, sull'aggiunta al suolo di una quantita nota di sostanza organica azotala in ccoesso
o misurando la quantita di ammeniaca prodotta dopo incubazionc.

2. Reattivi 3

2 1. Solurione di arginina allo 0.2%, Scioglicre 2 g di arginina in 1000 mL-di acqua distillata.
Conservare in {rigorifecro a +4°C; AN

27 saluzione di KC1 2M. Sciogliere 149.1 g di KClin 1000 mL di acqua distillata.

3. Procedimento NG

In 3 bottiglic di polictilenc da 150 mL si pesano il corrispetlive di 10 g di suolo sceeo all'aria,
si aggiungono 2.5 mL di arginina allo 0.2% c si incubane, a 33°C per 2-3 ore prima di
congelare. Ripetere l'operazione inoculando alri 3 sottecampioni con 2.5 ml. di acqua
distillata. Si scongelano i campioni, si estraggono con 30vmL di KCI 2M.si agita per | ora. si
fltra su Whatman N° 42 ¢ si conserva in frigorifero @ +4°C. [’ provista la determinazione, a
narte, del contenuto in acqua dei campioni. !

4. Espressione dei risultati &
[ contenuto in NHs scambiabile puo essere determinato colorimetricemente e esprime |
risultati secondo la seguente espressione:

(NH,* — C.~ NH," - B)  (ml KCl + ml Arg + ml H0 campione)

mgNH /(g suolo xora)— :
g suolo ®ore incubazione
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Metodo ITL3.

RESPIRAZIONE DEL SUOLO INDOTTA DALL’AGGIUNTA DI
SUBSTRATO (METODO SIR) -~

1. Oggetio
1l presente documento fissa un metodo per la detcrminazione della respirazione r.'lC‘L suolo.

2. Principio %/

N metodo si basa sulla determinazione della respirazione del suolo mediante il consumo di
ossipeno o la produzione della CO»  immediatamente dopo ['aggitnta di substrato a
concentrazioni saturanti. 11 SIR & calibrato utilizzando uno dei ms.lml; della fumigazione per la
determinazione della biomassa microbica.

3, Procedimento
La determinazione del SIR pud essere cscguita seguendo TE..mehc diverse riportate in letteratura
da vari antori ¢ di scguito descritte.
In linca generale il metodo SIR prevede le seguenti fasi: &
- preparazione del campione; :
. agg,mmu al suolo della concentrazione saturante di giuumu in soluzivue © In pc-lvum ed
amogencizzazione del substrato nel suolo. Se il glutosio & utilizzato in polvere si aggiunge un
materiale ineric (talco) per facilitarne la dlﬂpcrqlnnc'
- incubazione del suolo (gcm.mlmmtc a 25°C) pdrun periodo di 5-6 ore;

- determinazione della respirazione massima nunah. scguendo una delle teeniche riportate di
seguito;
- calcolo dell'aliquota di CO: prodolta per ora di incubazione per 100 grammi di suolo (peso
sccco) ¢ caleolo della biomassa mu.mhmﬂ cquivalente alla respirazione massima iniziale
utilizzando I'cquazione descritta in (4).

3.1, Preparazione del campione

Il campione di suolo viene selageiato (< 2 mm) per climinare i residui delle radici ¢ [a
macrofauna presente. 11 setaceiamento rende il suolo maggiormente omogenco facilitando sia [a
dispersione del glucosio sia ikrilascio della CO; evoluta.

La stima del SIR in suoli s¢ecati all*aria non risulta corretta in guanto una parte della biomassa
microbica potrebbe essere ‘inattivata o uccisa. In suoli naturalmente seechi 0 con un basso
contenuto di unudita ¢comunygue possibile applicare il metodo SIR per la stima della biomassa
microbica senza dover ricorrere all' umidificazione o alla pre-incubazione.

1.2 Aggiunta al wfjia della concentrazione saturante di glycosio in soluzione o in polvere

L’aggiunta del substrate pud avvenire utilizzando 1l glucosio n soluzione o in polvere. [n
quest’ultimo caso il glucusio viene disperso in talco (0.5 g di talco per 100 g di suolo) al line di
rendere pifi omogenea la concentrazione del glucosio nel suolo. La concentrazione ottimale di
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glucosio da aggiungere al suolo deve essere stabilita di volta in volta eseguendo degli esperimenti
preliminari; la concentrazione ottimale di slucosio ¢ gencralmente compresa tra | ¢ 8 mg gl a
scconda delle tipologic di suolo. Se il substrato ¢ disciolto in acqua la concentrazione della
soluzione varia da 8 a 30 mg mL™".

1.3. Incubazione del swalo

Un'aliquota di suolo pan a 1 g di suola seceo, al quale ¢ stato aggiunto il substrato, viche posta in
un recipiente di vetro che a sua volta & inserito in bottigle il cui volume ¢ di-28-30 mL o in
siringhie con vn volume di 60 ml. Le bottighe o le siringhe, chiuse ermeticamentesper impedire gli
scambi gassosi con 'atmosfera, vengono incubate a 25°C per circa 5-0 ore'dopo 'apggiunta del
substrato, 3

3.4. Determinazione della respirazione massima iniziale

Le determinazioni della CO- sono eseguite sia sui swoli a cui non rf_:"'sti'atu aggiunte il substrato
(controllo) sia sui suoli lasciati incubare per 5-6 ore dall’aggiunta di glucosio.

Per la determinazione della COs possono cssere utilizzate, varie apparccchiature, le pit
comunemente utilizzate sono:

3.4.1. gas cromatografo (GC),

3.4.2 sistema a flusso di aria;

3.4.3, respirometro (Sapromal);

31.4.4. ultragas 3 (WosthofT) analizzatore di CO-;

3.4.5, analizzatore ad infrarossi.

3.4.1. Gas cromaiagrafia

La determinazione della €0» mediante 1"uso della tecnica della gas cromatografia & semplice c
veloce e consente di leggere virca 40 campioni per ora.

Il campione di gas prelevato dallo spazio di testa mediante una siringa ¢ generalmente di | mL. [
pas cromatografi hanno la fasc stazioaria costituita da colonne Poropak (I, Q) in acciaio
inossidabile di 1.5-2.2 m, diametro internio di 1-2 mm ¢ utilizzano come gas di trasporto I'elio
{11e). | detector per la chcnuinaziquégﬂc]la CO, sono generalmente quelli a termoconducibilita
(TCD). La calibrazione dello strufiénto ¢ eseguita mediante 'uso di standard di CO» a
coneentrazione nota. }

3.4.2. Sistema a flusso di aria”

Il sistema per la determinazione della CO- consiste in un apparato costituito da beute (125 mL)
contenenti 30 g di suolo,sall’ interno delle guali viene insufflata aria priva di CO;. Il gas in uscita
dalle beute (Nusso pagha 50-80 ml. min™) viene fatlo passarc attraverso 50 ml. di NaOt[ 10-20
mM in modo che 1&,COs liberata dal suolo possa esscre Lrusportata dalla corrente di aria ¢
catturata dalla soluztenc alcalina. Si aggiungeil glucosio in soluzione portando il suolo al 120 %
della capacita di'campo in quantitd pari a 8 my g di suolo. La quantita di CO; catturata dalla
soluzione di NaQIl fi determinata. previa precipitazione dei carhanati con "aggiunta di BaCls,
mediante la tilolazione a pli 8.6 con 11C1 a molarita nota ed utilizzando come indicatore di pli [a
fenolftalzina,
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143, Respiromelro (Sapromai}

I respirometri sono considerat sistemi di misure migliori rispeito al sistemi statici della gas
cromatografia nelle determinazioni su sueli alcalini. Infatti, a scpuito delle cattura del’la CO» in
soluzione alcaling il sistema provvede alla misurazione sia del consumo di Os sia della
nroduzione di COs, cosi come & stato deseritto nello specifico capitolo relativo alla respirazione
del suolo. \

Si Utilizzano 0.5 g di suolo pesti in un volume di 19 mL. ¢ 0.3 mL di KOIT 5 M per intrappolare
la CO- prodotta. 1 mL di glucosio & aggiunto 2l suolo in soluzione (30 mg mL"}"c; la respirazione
¢ misurata ogni 30 minuti leggendo direttamente le variazioni di pressione al micramanometro.

1.4.4, Ultragas 3 (Wasthoff) analiz.atore di CO;

Lo strumento "Ultragas 3 (Wosthoff), analizzatore di COn. congtitte di sotrame la CO,
dall’ambicnte in cui ¢ stata prodotta mediante una corrente di arig; depo di che la COn viene
catturata da una soluzione di NaOIl 0.04 N. La conducibilita della soluzione alczlina varia in
fimzione della quantitd di CO; callurata ¢ pertanto le letture :.!i"-;imducihihté dopo cssere slate
registrate vengono automaticamente convertite in concentrazionc'di CO».

La quantitd di suelo necessaria per ogni cempione & di cifea 100 g a cui viene aggiunto il
slucosio in polvere mescelato con talco nel sepporto dif}3. 11 suolo ¢ il substrato vengono
omugencizzati assicurande una distribuzione u:1i1‘um1q-"ﬂt;l glucosio nel suolu. [ campioni da
analizzare vengono posti i provette di plastica (25 x. 4ium) chiuse con tappi di poliurctano e
collegate con |'analizzatore di CO-. 3

1! flusso di aria priva di CO, ¢ intermittente (r;gﬁi’ ora, per circa 20 minuti) ¢ il tasse di
respirazione viene misurato per 10 minuti,

%

1.4.5. Analizzatore ad infrarossi

L'analizzatore di gas a inftaressi & un metodo per la determinazione della COamolto sensibile ed
& stato utilizzato anche per la determinazione della respirazione del suolo.

4, Espressione dei risnlrari

La differenza tra la respirazioge, dopo 5-6 ore di incubazione dei suoli a cui & stato apgiunto
glucosio ¢ quella basale {controllo} ¢ cspressa come pmol CO, g’ suolo seceo

X=X -Xo)/ R

dove )

x = mL di CO, 100 &' b {respirazione indotta dall’aggiunta di substrato-SIR);
% = mL di COx dopia 6 ore di cubazione dall’aggiunta di substrato;

xg= mL di CO, retative alla respirazione busale (controllo);

h = ore di incubuzivne (5 0 6).
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Metodi IV.1.

ATTIVITA UREASICA DEI SUOLI

1. Oggetto
Il presonte documento fissa i metodi per la determinazione della attivita urcasica del suolo.

Metodo 1V.1.1.
Determinazione mediante la misura dell’urea non consumata

1. Principio

Il metodo di determinazione prevede I'incubazione, ptr m1cmpn prefissato, di un campionc
di suolo con una soluzione non tamponata di urca ¢’la misura della quantila di urca non
trasformata mediante determinazione colorimetrica.

1."incubazione va cifeluata in asscnza di un huucrlcl‘sltﬂlt:n

2. Reattivi

Uliliz£are acqua bidistillata © ul1rapu1a ¢ mag-.,nﬂ di grado analitico:

2.1. soluzione di urea 2 mg mL ' in acqua: sciogliere 2.0 g di urea in circa 700 mL di acqua, ¢
portarc a velume finale di 1 litro con acqua;

2.2, soluzione di acetato di I‘Lnllml..ri..urm{PMA] S0mg L' in acqua;

2.3, soluzione di fenilmereurio acetaine cloruro potassico (KCI-PMA) (2 M KCI-5 mg [ 3
PMA): scioglicre 1.5 g di K.C‘l in9litri di acqua ¢ aggiungere 1 litro di soluzione di PMA
(2.2.);

2.4. soluzione di d:acctlimnnn‘;sma (DAM): sciogliere 2.5 g di DAM in 100 mL di acqua;

2.5, soluzione di liosemicarbazide (TSC): sciogliere 0.25 g di TSC in 100 mL di acqua;

2.6, soluzione acida: aggiungere 300 mL di acido fosforico (HsP0O,) all'85% ¢ 10 mL di acido
solforice concentrato {I-804) a 100 ml. di acqua ¢ portarc a volume {inale di 500 mL con
acqua;

2.7. solucione co]manlc mescolare immediatamente prima dell'uso 25 mL di soluzione di
diacctilmonossima 12.4.) ¢ 10 ml. di soluzione di tioscmicarbazide (2,5.) con 500 mL di
reagenic acido'fl. 6%

2.8. soluzione standard di urca (250 mg/mL: sciogliere 0.5 g di urea in circa 1500 ml. di
soluzione di KCI-PMA (2.3}, ¢ diluire a 2 litri con la stessa soluzione, Tale soluzione
conticne.250 pg di urea mL ', se l'urca utilizzata & pura,

Tutti i reattivi sono stabili per parecchie settimane se conservati a 4°C in frigorifero, tranne il
reattivo. colorante (2.7.) che deve csscre preparato immediatamente prima dell'uso.

— 48
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3. Apparecchiatura

Normale altrezzatura da laboratorio e in particolare:
3.1 beute tarate da 50 mL, provviste di 1appo di velro;
3,2, bagno termostatico;

3.3. bagnomaria bollente:

2. 4. imbuli filtranti da vuoto (di polictilenc);

3.5, spettrofptometro © colorimetro,

4, Procedimento

4.1. Saggio di attivita :

Incubarc in una bottiglia di vetro chiusa 5 g di suolo umido cioé_non scccato all’aria,
preventivamente selacciato (<2 mm sulla base di un campione seccato in stufa), con S mL di
soluzione di urea 2 mg mL™ (10 mg di urca) per 5 ore a 37°C in bagno termostatico. Alla fine
dell'incubazione. rimuovere il tappe ¢ aggiungere 50 mL di reagente 3. Chiudere di nuovo la
battiglia ¢ agitare per | ora. Filtrure la sospensione di suolo, sdi_g;'*.rumn. utilizzando un (iltro
di carta Whatman n. 42, '

[ffclluare il saggio in tre repliche.

4.2. Determinazione colorimetrica dell ‘urea

Pipctiarc una aliquota (1-2 mL} di estratio otlenuta dopo [illrazione, contenente al massimo
200 ug di urca in una beuta tarata da 50 mlL, portareia un volume di 10 mL con la solurione
KCI-PMA, ¢ aggiungere 30 ml. della soluzione calorante (2.7.). Agitare vigorosamente per
alcuni sccondi per mescolare bene i compencoli’e parre in bagnomaria bollente, Dopo 30
minuti di incubazione, raffreddare immedialamehte Ja beuta sollo acqua corrente per almene
15 minuti (0 ponendo in bagno di acqua [redda a 12-20°C). Portarc il volume a 50 mlL con
acqua ¢ moscolare accuratamente. Misurarc f'inlensitd della colorazione rossa prodolta a 500-
550 nm (il massimo di assorbimento & riportato a 527 nm) con lo spettrofotometro (nel caso
che venga usalo un colorimetro usare um [iliro verde n. 31).

4.3, Preparazione di una curva dicalibrazione

Diluire 10 ml di soluzione standard di urea (2.8.) & 100 mL con la soluzione (KCI-PMA)
{2.3.) in una beuta tarata ¢ mescolare accuratamente. Pipeltare, poi, 0, 1, 2, 4, 6, ¢ 8 mL di tale
soluzionc in tante beule taralc da 50 mL, aggiustarc il volume a 10 mL la soluzione KCI PMA
¢ procedere csattamente corme deserilia precedentermnente per la determinazione dcll'urca
nell'estratto di suolo. | varieampioni conterranno rispeitivamente 0, 25, 50, 100, 150 ¢ 200 j1g
di urca.

S. Espressione dei risultati

1. allivila urcasica $i esprime in guantitd (g o moli) di urca idrolizzata da | g di suolo in | ora
di incubaziong,

Calcolarc la quantita di urca rimasia (A) mediante la curva di calibrazionc preparala
utilizzando la-soluzione standard di urea. La quantiia di urca idrolizzata da 1 g suolo in 1 ora
di incubazione sara data dalla difTerenza [ra i g di urca inizialmente aggiunti (10 g) ¢ quelli
misurati nell'estratto (A}, il tutto diviso per 5 (g di suolo incubati) ¢ ancora per 5 (orc totali di
incuhazione).

Aftlivita urcasica = (10-A)S5 = 5
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Metodo TV.1.2.

Determinazione mediante misura dell’ammoniaca prodotta

1. Principio

il metodo di determinazione prevede |'incubazione per un tempo prefissato di un campione di
suolo con una soluzione non tamponala o tamponala di urea. Sul ﬂliraiﬂ-dr:l campione si
offettua la misura della quantita di ammoniaca prodolta mediantc  determinazione
colorimetrica. b

L’incubazione va elfctiuala in assenza di un battcrioslalico. \ &

l'ammoniaca formatasi reagisce con il sodio  salicilate,. in  presenva  di sodio
dicloraisocianurato ¢ in condizioni alcaling forma un complessp Stabile di colore verde. La
presenza del sodio nitroprussiato nella miscela di incubazione agisce da catalizzatore e
aumenla la sensibilita del metodo di circa 10 volte,

%

2. Reattivi

Utilizzare acqua bidistillata o ultrapura ¢ reagenti di'grado analitico:

2 1. soluzione concentrata di urca (0,72 M) in acqua; scioglicre 43.2 g di urca in circa 700 ml.
di acqua, ¢ pertare a volume finale di 1 lirocor acqua;

22 spoluzione diluila di urca (0.08 M) in acquar-scioglicre 4.8 g di urca in 700 mL di acqua ¢
portarc a volume finale di 1 litro con acqua oppure diluire la soluzionc 0.72 M alla
molarila (inale 0.08 M (fattore di diluizione 9);

2.3. soluzione di cloruro potassico ¢ acido cloridrico (1 N KC1-0.01 N HCl): sciogliere 74.56
g di KClin 1 litra di 0.01 N HCL; 0 %

2.4, 1ampenc horato pH 10: mescolare'50 ml. di 0.025 M Na:B4O7x 10 H.0 (9.525 ¢ [7) con
18.3 mL di NaOH 0.1 M ¢ dilaite'a 100 mL con acqua:

2.5, soluzione di sodio salicilate! mescolare al momento delluso 100 mL di sodio
nitroprussiato 0.12% (1.2 g L), 100 mL di sodio salicilato 17% (170 g L™') ¢ 100 mL di
acqua distillata; .

2 6. soluzione di dicloroisoeianurato sodico 0.1%: sciogliere 1 g di dicloroisocianurato sodice
in 1 litro di acqua;

2.7. soluzione standard & NHyCl (NH4'-N. 1 mg mL™"); scioglicre 3.8207 g di NH4Cl in |
litra di acqua. !

3. Apparecchiatura

Normale altrezzatura da laboratorio ¢ in parlicolare:
3.1. beulg tarate da 100 mL, provviste di tappo di veiro;
3.2. bagno lermostatico;

3.3. agilalorc meceanico,

3.4. imbuti {iltranti da vuoto (di polictilene).

3.5. speltrolotometro o colorimetro.
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4, Procedimento

4.1, Saggio di aftivita

a) Saggio in assenza di tampone: 5 g di suolo (cumpioni di suelo fresco-umido
preventivamente selacciati (<2 mm) ¢ conservali in buste di polictilenc a 4°C) vengono posti
in beuie da 100 mL ¢ umeltati con 2.5 mL di soluzione 0.08 M di urca (2.2.). Le beute, chiuse
con tappo di vetro, vengono incubale per 2 orc a 37°C in bagno tcrmostatico. Dopo
incubasione, i tappl vengono rimossi ¢ ai campioni vengono aggiunti 50 mL.di soluzione
KCVHCI (2.3.) ¢ le miscele vengono tenule in agitazione su agilatore meccaitico per almeno
30 minuti, Le risultanii sospensioni sono poi [illrate sollo vuolo usando [illri di carta
Whatman n. 42. Sui filtrati si cfTcttua la determinazionc colorimetrica dell'ammeoniaca.

Il saggio va cficttuato in triplicato. :

b) Saggio in presenza di tampone: A 5 g di suolo, posti in beute da 100 mL. vengono
aggiunti 2.5 mL di soluzione concentrata di urea .72 M (2.1.) ¢ ZO_Ih-_:L'di tampone boralo pH
10,0 (2.4.). | campioni vengono mcubali per 2 orc a 37°C, trattai. con 30 ml di soluzionc di
KCIHCI (2.3.) ¢ successivamente filtrati come descritto pm,ﬁ@thﬁmcntc. I filtrati ottenuti
vengono poi analizzati per il contenuto di ammoniaca. [l suggin va ellettualo in wiplicato

Per ambedue i metadi si allestiscono campioni di controlig incubando il suolo con 2,5 mlL di
acqua distillata © aggiungendo urea alla finc dellincubazione ¢ immediatamente prime
dell'aggiunta della solugione KCWHCL. -

1.2. Determinazione colorimetrica dell ‘ammuoniaca | )

1 mL di filtrato viene diluito a 10 mL con acquadistillaia ¢ si aggiungono in successione 5
mL della soluzione di sodio salicilato (2.5.) ¢ 2 mL di soluzione di sodio dicloroisocianurate
(2.6.). Si incuba a temperatura ambicnic per.30 minuti ¢ si legge I'assorbanza a 690 nm, Il
colore ¢ stabile per almeno 8 ore a wemperalura ambiente.

4.3, Preparazione i v eurve di r".m‘_ih@%zzt'mm

La standardizzazione del metodo si ¢ffettua allestendo una curva di calibrazione utilizzando la
soluzione standard di NH,4Cl. Campioni contenenti 0, 0.5, 1.0, 1.5 ¢ 2.0 pug per mL di NHy -N
vengono sottoposi al procedimento prima deserito.

5. Espressione dei risultati

L atlivila ureasica si esprimg,in quantita (g o moli) di ammoniaca prodoita da | g di suclo in 2
erc di incubazione. '

Calcolare la quantita. di.ammoniaca prodotta medianie la curva di calibrazionc preparata
utilizvando la snluz._{cinc standard di clorure di ammonio. Nel calcolo vanno considerate le
diluizioni operate perl'estrazione dell’ammoniaca ¢ successiva determinazione colorimetrica.
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Metodi 1V.2.

ATTIVITA PROTEOLITICA DEL SUOLO

1. Oggetto ;
11 prosente documento fissa @ metodi per la determinazione dell’attivita proteolitica del suolo.

Metodo 1V.2.1.

Attivitd proteasica verso substrati di alto peso molecolare

1. Principio
Il metodo si basa sulla determinazione di amminoacidi rilasciati'dopo incubazione del suole
in prescnza di cascind. .

2. Reattivi i

2.1, Soluzione tampone (Tris 50 mM a pH &.1). Si sciolgano 6.05 g di Tris (idrossimetil)
amminometano in 700 mL di acqua distillata ¢ quindi si aggiusta il valore di pH della
soluzione a 8.1 con una soluziene di HCI; si diluisce.infinc ad 1 [ con acqua distillata;

79 soluzione di cascina. Si sospendono 10 g dicascinalo sadico in acqua distillata calda
{circa 50°C) ¢ dopo agitazione per almena | ara si porta a 500 ml. con acqua distillata. S¢
si disponc di cascina si consiglia di sospendere 10 g del composto in tampone tris {1} ¢ di
portare cventualmenie il valore di pH a 8.1 eon una soluzione di NaOH; dopo aver agitalo
la sospensiong per almeno 1 ora si porta & 500 mL con tampone tris;

23 soluzione di acido tricloroacetico. Si sciolgeno 75 g di acido tricloroacetico (TCA) in
circa 300 mL di acqua distillata ¢ quingdi si diluisce a 500 mL con acqua distillata;

2.4. soluzione di carbunato sodico, Si seiblgono 50 g di Na:xC0; in 60 mL di una soluzione di

NaOH IN che sono stali in preeedenza diluili con acqua distillata; inline si diluisce ad |
B3 :

2 5 soluzione di solfato rameice, Si sciolgono 0.5 g di CuS0,.5H;0 in acqua distillata ¢ si
porta il volume della soluzione a 100 ml. con acqua distillata;

1 6 soluzione di lartrato sodico. Si scioglie 1 g di anrato sodico {C4H4KNa0:.4H:0) in
acqua distillata e si diluigee a 100 mL con acqua distillata:

2.7 soluzione di carbonato™sadico, solfato rameico ¢ tarirato sodico, Si diluiscono 1000 mL
della soluzione di‘varbonato (4) con 20 mL della soluzionc 5 ¢ con 20 mL della soluzione
f; y

2.8, solurione di Felin-Ciocalteau. Si diluiscono 167 mL del reagente di Folin con 500 mL di
acyua distillata. La soluzione ¢ instabile ¢ deve esscre preparala immediatamente prima
dell'uso,

2 9. soluzione slandard di tirosina. Si sciolgono 50 mg di tirosina in cirea 70 mL di tampone
{ris (solugzione) e si diluisce a 100 mL. con lampone Lris.

3. Apparecchiatura

3.1. Spetrofotometro;

3.2 baeno ad acqua con disposilive per agitare ¢ contrallare la lemperatura;
3.3 centrifuga.
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4. Procedimento

4.1. Saggio di artivita
Si pone 1 g di suolo [resco in un tubo da centrifuga ¢ quindi si aggiungona 5 mL. di tamponge
Tris ¢ § mL della soluzione di caseina. Dopa aver tappato il tubo da centrifuga, si mescola il
contenuto e si incuba per 2 ore a 50°C sotto agilazione in un bagno termostatatos ‘Alla fine
della incubazione si aggiungono 5 mL di TCA ¢ si agita il conlenuto. Per la preparazionc del
controllo si scguc lo stesso protocollo sperimentale della prova con la sola"eccezione di
aggiungere la soluzione di cascina alla fine della incubazione ed immediatamente prime
dell'aggiunta di TCA. Si consiglia di replicare il saggio. Quindi si centriluga-la sospensione
(10.000-200.000 g) per 10 minuti. %

2.2, Deferminazione colorimetrica degli aminoacidi

Vengono aggiunti 3 mL del surnatante a 7,5 mL della soluzione di\carbonato sodico. solfate
rameico e lrartrato sodico; si incuba per 15 minuli a lemperatura ambiente ¢ poi si aggiungono
5 mL della saluzione di Folin. Si filtra la sospensione ¢ dopo 4w'era si determina la densita
oftica a 700 nm; si consiglia di cseguire diverse determinazioni prima di otiencre un valore
costanie.

4.3, Preparazione della curva di taralura

Si pipetiano 0, 1, 2, 3, 4 ¢ § mL della soluzione di lirosina in palloni volumetrici della
capacita di 10 mL; si aggiungono 5 mL della saluzione di caseina in ciascun pallone
volumetrico ¢ guindi si porta a volume con il lampone tris. Si determina la densila oltica come
descritto in precedenza. .

5. Fspressione dei risultati

L allivitd proteasica si esprime in quantita (g) di tirosina prodotla da 1 g di lerreno sccco in2
ore di incubaczione. & )

Si sottrac la densita oltica del controlle.da quella delle prove e si caleola la quantita di tirosina
prodoita mediante la curva di calibruzione preparata utilizzando la soluzione standard di
Lirosina, '

Dopo si calcola l'attivita proteasica del campione di suolo secondo la scguente formula:

Cxl5
peso secca di 1 g di suolo

g i rﬂsinafg,__u.;rruno secco/? ore =

dove 15 rappresenta il volume finale della soluzione dopo I'aggiunta del [CA ¢ Ccla
concentrazione di tirosina determinata sulla curva di calibrazionc.

Metodo IV.222,

Determinazione dell’attivith proteasica verso un substrato a basso peso
molecolare

1. Priucipio

Il metodo si basa sulla determinarione dell’ammoniaca liberata per catalisi di un derivalo
dipeptidico (N-uo-benzoil-L-argininamide, BAA) mediante misure polenciometriche.

11 metodo pud cssere applicato per tutli i tipi di suolo, compresi quelli fortemente organici.

— 53 —
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2. Reattivi

2.1 Tampone K:HPOS/KI1PO; 0.1 M pH 7.00:

2.2, soluzione A: discioglicre g 27.8 di KILPO4in 1000 mL di acqua doionizzata; _

2.3. soluzione B: discioglicre g 33.63 di K;HPOy . 71;0 o g 71.7 di K;HPO. 12H-.D m 1000
mL;

2 4. miscelare 330 mL di A con 610 ml. di B ¢ diluire a 2000 mL: pH 7.00;

2.5, NaOH 10 M: sciogliere 40 g di idrossida di sodio (NaOH. csente da amﬂmmara} in K
mL di acqua deionizzata, lasciare rallreddare e diluire a 100 mL;

2.6. (subsiraio): N-o-bengoil | -argmmammldc idrocloruro moneidrato ), ﬂ’?f M. Il substralo
deve essere conservato a 4°C (stabile per circa 2 seitimane);

2.7. KCl 2 M: sciogliere 149.1 g di sale anidro in 1000 mL di acqua; % °

2.8. soluzione concentrata di NH4Cl 1000 meg/L; pesare, con I'approssimazione di +/- [ mg.
3.819 g di cloruro di ammonio anidro (NH4C1) scccato a lli;l"{. scioglicre in acqua ¢
diluirc ad 1 litrg;

2.9, soluzione standard di NH,C1 10 mg/ml.. Dalla soluzione u{?t{[;cnlmta di cloruro ammonio
si prepara per diluizione una soluzione a 10 mg/L e una a ["mg/1. per tarare lo strumento.

3. Apparecchiatura

3.1. Polcnziometro munito di sletirado selettivo per ammoniaca;
3.2, bagno (ad acqua) oscillante, riscaldato ¢ lermogateta;

3.3. agilalore magnetico,

3.4, pH-metro;

3.5, vetreria da laboratorio.

4. Procedimento :
2 preferibile. come in tulli i saggi cnzintatici eseguire prove in triplo, compreso i controlli.

4.1 Sageio di attivitd \J

11 suolo (1g) viene posio in i bcakcr da 25 mlL; si aggiungono 4 mL di tampone (osfato ¢ !
mL di substrato. Nel mmrolla si aggiunge solo tampone fosfato (il substrato si agg:ungc dopo
Iincubazione, prima della, ducn‘nma.:mnc di ammoniaca). Si pone ad incubarc in bagno
termostatato per 2 orcea 40°C; & necessario lappare con "paralilm" o aliro per impedire
I'evaperazione del solvente. Si luglu.. dal bagno ¢ si aggiungono 4 mL di KCl 2M (volume
finalc 10 mL). Si cseguono le determinazioni di ammoniaca liberata dalla idrolisi enzimatica
del BAA diretiamente nei recipienti di incubazione contenenti suolo ¢ 10 mL di soluzione. La
delerminazione viene eseguita al polenziometro come qui di seguito riportato (taratura dello
strumento},

4.2. Taratura dello strumento

[’ prefaribile l'uso di potenziometri provvisti della funzione "CONC ENTRAZIONE" oltre che
della~scala dei mV, in guanio operalivamente pia semplici. Possono comunque essere
utilizzati tutti gli elettrometri in grado di apprezzare variazioni di +/- 0.5 mV.

¥
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Prima dell'uso assicurarsi della eflicienza delleletirado sclettivo ¢ in particolare della integrita
della membrana (atienersi al manuale di isirugione della ditla costruttrice). In generale |
controlli da escguire sono:

- pendenza della retia di taratura - concentrazione di NH4 ¢ potenziale (& funzione, della
lemperatura); e

- fempo di risposta (& funzione della concentrazione di ammoniaca);

- ripmduuibillté {intervallo di cancentrazione con risposta lincarc). 2

Si escguc la determinazione della soluzione standard 10 mg/L; si utilizzang girca 10 mL di
soluzione in un beaker da 25 mL, si immerge per 3-5mm I'cletirodo nella sotuzione, si agita
con agilatore eletlromagnetico (scnza creare vortici), si aggiungono 0.1-0:2 mL di NaOH 10
M (pH intorne a 11). Si registrano  valori in mV corrispondenti a questa’ concentrazione di
ammoniaca; si esegue quindi la deierminazione del potenziale dato dalld soluzione avente la
concentrazione di | mg/l. Le soluzioni ammoniacali che differigeorio di un valore 10 in
concenlrazione danne approssimativamente pendenze di 57 mV a/188C ¢ 59 mV a 25°C.

Sc si lavora con un apparcechio provvisto della funzione "CONC™; si imposta il valore dello
standard (p. es. 1 mg/L) a cul corrisponde un valore costanig nel tempo in mV sulla scala
dello sirumento: si imposta la pendenza trovata nelle condizioni sperimentali ¢ lo strumento ¢
pronto per ulteriori determinazioni, che saranno dale in concentrazione di NHy (mg/L.}. Se lo
strumento non & provvisio della funzione "CONC™, si riportano i valori in mV corrispondenti
ai vari campioni su una retla di taratura che fornisce do concentrazioni di ammoniaca (mg/L)
in corrispondenza dei valori di potenziale (mV). ¥

Dopo 10 determinazioni circa, ¢ osservando le isii'-é__u.&inni operative dello strumento, 5 deve
controllare la concentrazione di uno standard ¢ immergere I'elettrodo in una soluzionc a pH 4
per rimuovere eventuale deposili di idrossidi colloidali od altro ¢ sporcizia sulla membrana.
Quesle precauvioni sono prese a diserezione dell'operatore ¢ compatibilmente con la velocita
di "risposta” dell'elettrodo ¢ del tipo di suolo in csame.

5. Espressione dei risultati A
I valori di concentrazione di NH,™ (mg/L) misurali dircttamente al polenziometro per i singoh
campioni devono essere sottratti dej rispetlivi controlli.

Quindi si calcola Iattivita cnzimatica in basc alla scgucnle cspressionc:

gN - NH /mL
pesa secco suolo x ore di incubazion ¢

Attivita enzimatica {(#/gN «NH,/gh')- x 10 mL

— 55 —
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Metodi 1V.3.

DETERMINAZIONFE DELL’ATTIVITA FOSFATASICA DEL SUOLO

1. Oggetto
Il presente documento fissa i meindi per la determinazione dell*attivita fosfatica det suolo.

Metodo 1V.3.1.

Metodo per la determinazione della fosfomonoesterasi

1. Principio

Il principio del melodo per la determinazione delle [osfomono-csterasi consisic  nel
determinare spettrofotometricamente a 400 nm il p-nitrpfenolo rilasciato quando il suolo ¢
messo ad incubare con soluzioni 1amponate di p-nitrofodil fosfalo di sodio {fosfomonocsterasi)
eventualmente in presenza di toluene come agente sterilizzante.

2. Reattivi

2.1. Tampone Universale Modificato (TUM-soluzione madre; vedi "Commenti®): scioglicre
12,1 g di tris(idrossimetilJamminometano, L1136 g di acido maleico, 14,0 g di acido citrico
e 6.3 g di acido borico in 188 ml. di NaOH IN, quindi diluire la soluzione ad un htro con
H20 distillata (conscrvare in frigorifero):;

2.2, tampone Universale Modificato a pH 6,5 cd u pH 11L.O(TUM-6.5 ¢ TUM-11): porre 200
ml. di TUM-soluzione madre in un beker da 500 mL, portare il ptl a 6.5 con una
soluzione di HC1 0,IN ¢ quindi diluire ad un litro con H20 (TUM-6,5). Prelevare aluwi 200
mL di TUM-soluzione madié, portare a pll 11,5 con una soluzione di NaOH 0.1 N ¢
guindi diluire ad un litro coH2 0 (TUM-11);

2.3, p-Nitrofenil fosfato (p-NPLO.025 M: 1o un malraccio da 50 mL solubilizzare 0,420 g di p-
nitrofenil Tosfato tetraidrato (sale bisodico) in 40 mL di TUM-6,5 per saggi di
[osfomonoesterasi acida o in 40 mL di TUM-11 per saggi di fosfomonocsicrasi alealina,
portare quindi a volume con il TUM utilizzato per la solubiliczasione;

2.4. cloruro di calcio®,5 M: in un matraccio da un litre solubilizzare 73.5 g di CaCli2.H20
con circa 700 mik di H20, quindi portare a volume con H20;

2.5, idrossido di_sodio 0,5 M: in un matraccio da un litro scioglicre 20 g di NaQH con circa
700 mL di aequa, quindi portare a volume con acqua;

2.6. soluzione standard di p-nitrofenole: sciogliere 1,0 g di p-nitrolenolo con circa 70 mL di
H20. dituire ad un litro con H20 (conservare in frigorifcro).

3. Appirécchiatura
3.1. Spettrofolometro LIV-VIS,
3.2. pHmeiro.

— 56 —
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4. Procedimento

Porre 1g di ferreno in un matraccio da 50 mL, aggiungerc 0,2 mL di toluenc, 4 mL di TUM-
6.5 per i saggi di foslomonoesterasi acida o di TUM-11 per quelli di fosfomonoesicrasi
alcalina, ed 1 mL della soluzione contencnte p-nitrofenil fosfato nello stesso tampone, Agilare
per aleuni sccondi, chivdere il matraccio ¢ porlo in incubalore a 37 °C per un‘ora, Bloecare la
reazione mediante aggiunta di 1 mL di CaCl2 0.5 M ¢ di 4 mL di NaOH 0.5 M. Agitare il
wito per aleuni secondi quindi filtrare la sospensione su un filtro a fascia blu (o Whatman
n.2). Eseguire la lcltura spettrofolometrica del [ilrato a 400 nm contro un "bianco” costitutlo
da tulli i reagenti tranne la soluzione del p-nitrofenil fosfato sostituendola cond mL del TUM
appropriato. Contemporancamente ai saggi di attivitd va cscguito un saggio di controllo con
lo stesso procedimento, ma aggiungendo la soluzione di p-nitrofenil fosfalo solo dopo aver
aggiunto le soluzioni di CaClz 6,5 M ¢ di NaOH 0.5 M (cioé immediatamente prima della
filtrasione della sospensione di terreno). Ao

la concentrazione del p-nitrofenolo contenuto nel [iliralo viene gseguito tramile una relia di
taratyra costruita con ¢ densitd ottiche di suluzioni standard cnn_;t':ncnli 0, 10, 20, 30, 40 ¢ 50
ug di p-nitrofenolo. (Preparare tali soluzioni dilucndo 1| mi, di soluzione di p-nitrofcnolo
0.025 M a 100 mL con il TUM appropriato, ¢ prelevando da questa soluzione aliquote di 0. 1.
2.1, 4 ¢ 5 ml, Dopo aver aggiustato il volume a 5 mk ¢on H20 addizionare a ciascuna
soluzione 1 mL di CaClz 0,5 M ¢ 4 mL di NaOH 0.5 M filtrare la sospensione olicnula ¢ sul
filtrato cseguire la lettura spettrofotometrica a 400 o,

5. Espressione dei risultat )
| risuliati sono espressi in lermini di pg di p-nitrafenolo g hl,

Metodo 1V.3.2.

Metodo per la determin azi_q!ié-della fosfodiesterasi

1. Principio (A
1l principio del metodo per, la determinazione delle [usfodiesterasi consiste nel determinare
spettrololometricamente a-400 nm il p-nitrolenolo rilasciato quando il suolo ¢ messo ad

incubare con soluzioni t@mponalc di bis-p-nitrofenilfosfato di sodio ((osfodiesterasi).
cventualmente in presenza di toluene come agente sterilizzante.

2. Reattivi b

2.1, Tampaone tris-(idrossimetil)-amminometana (.05 M a pH 8,0 (TRIS-8): scinglicre 6,1 g di
tris-(idrossimétil)-amminometano in circa 800 mL di H20 ed aggiustare il pH ad 8.0 con
una solugiorie di 112804 0,2 N, quindi diluire lino ad un litro:

2.2. bis-p-Nitrolenil foslato {b-PNP) 0,005 M: sciogliere 0,1811 g di bis-p-nitrofenil [osfato
di sodio con circa 80 mL di tampone TRIS-8, quindi diluire a 100 mL con il tampone
{conscrvare in {rigonicro);

I - -
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2.3, soluzione cstracnte di tris-(idrossimetilj-amminomctano-idrossido di sodio 0,1 M a pH 12
(TRIS-NaOH): sciogliere 12,2 g di tris-{idrossi-metil)}-amminometano con circa 800 mL
di H20 ed aggiustarc il pH a 12 con NaOLL 0,5 N, quindi diluire ad un litro con H20;

2.4. cloruro di calcio 0.5 M: sciogliere 73,5 g di CaCl2,H20 con circa. 700 mL di  H20.
quindi diluire fino ad un litro con H20;

9 5. soluzione di tris-(idrossimetil}-amminometano 0.1 M a ptl [0 (TRIS-10% },’r_L'.[EEl.gl.]CTﬂ 122
g di tris-(idrossimetil}-amminomelano con circa %00 mL di H20. quindi dilwirc fino ad un
litre con Ha0);

2.6. soluzione standard di p-nitrofenolo (vedi loslomonoesterasi).

3. Apparecchiatura W
3.1. Spettrofotometre UV-VIS;
3.2. pHmetro. ..

4. Procedimento AN

Porre 1 g di terreno in un matraccio da 50 mL, aggiungere-0,2 mL di toluenc, 4 mL di
tampone TRIS-8 ed 1 ml. della soluzione di b-PNP 0,005 M. Agitarc per alcuni secondi la
miscela di reazione, Chiudere il matraceio ¢ porlo in un ineybatore a 37°C per | ora. Bloccare
la reazione mediante aggiunta di 1 mL di CaCl2 0.5 M.¢ 4 mL di TRIS-NaOH. Agitarc il tite
por alcuni secondi, quindi filirare la sospensione su di un filtro a fascia blu (o Whatman n. 2).
Escyuire la letura spetirofotometrica sul filtrato a 400 nm operando come descritto per lc
[osfomonocsterasi. \

i %
N

5. Espressione dei risultati
I risultati sono espressi in termini di pg di p-nitrofenolo g™ b,

Metodo 1V.3.3.

Metodo per la determinazione della pirofostatasi

1. Principio

Il principio del metado ‘per la detcrminazionc della pirofosfatasi consiste nel determinarc
spettrofotometricamente a 700 nm il fosfato rilasciato quanda il suolo ¢ messo ad incubare
con una soluzionetampenata di pirofosfato di sodio.

2. Reattivi

2.1, ldrossido di sudio 1 N;

2.2. acido ‘solforico 0,1 N;

2.3. tampione Universale Madilicato (TUM-soluzione madre) (vedi foslomonoesterasi);

2.4. TUM a pH 8,0 (TUM-8); prelevare 200 mL di TUM-soluzionc madre ¢ pontarli a pH 8,0
con HC1 0,1 N, diluire quindi lino ad un litro con H20;
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2.5, soluzione di pirofosfato di sodio 50 mM: scinglicre 2,23 g di NagP207.10H20 con 20
ml di TUM-§, aggiustare il pH ad 8.0 con una soluzione di HCT 0.1 N, quindi diluire fino
a 100 mL con H20 (preparare la soluzione giornalmente);

2.6. solucione di acido ascorbico 0,1 M-acido tricloroacetico 0,5 M (Reagente A): s_:_;ihglinrc
%.% g di acido ascorbico a 41 g di acido tricloroacetico con circa 400 mL di H20O quindi
aggiustare il volume a 500 ml. (prepararc la soluziong giornalmente), %

2.7. ammonio molibdalo tetraidrato 0,015 M (rcagente B): scioglicre.’ 93 g di
(NH4)gMo7072.41120 con circa 430 mL di H20, quindi diluire fino a 500 mL con HpO;

2 %, citrato di sodio (0,15 M)-arsenito di sodio (0,3 M)-acido acetico (7,5 “.;&) (reagente C):
sciogliere 44.1 di cirawo di sodio ¢ 39 g di Na3AsC3 con circa 800 mL di H20.
aggiungere 75 mL di acido acelico glaciale (99.9%) ¢ diluire lino ad"l litro con H20;

2.9, soluzione standard di fosfato: scioglicre 0,439 g di KH2PO4 con ‘eirca 700 mL di H2O ¢
diluire quindi fino ad 1 litro sempre con H20 (1ale soluziong defiticne 100 pyg di P-PO4
*/mL). 3

3. Apparecchiatura
3.1, Spettrofometre UV-VIS;
3.2. plimetro.

4. Procedimento {1y

Porre 1 g di terreno in un tubo da centrifuga da 50 ml, aggiungere 3 mL della soluzione di
pirofosfato di sodio 50 mM cd agitare per alcuni secondi, chiudere il tubo ¢ porlo ad incubare
a 37°C per 5 ore. Dopo incubazione aggiungere immediatamente 3 mL di TUM-8 ¢ 25 mL di
H3804 1 N. Agilare la misccla per almeno 3 minuti. quindi centrifugare la sospensione per
30 secondi a 12.000 rpm. Porre 1 mL di supérnatante in un matraccio da 25 mL cuntenente 10
mL di reagente A, successivamente aggiungere 2 mL di reagentc B ¢ 5 mL di reagente C.
Dopo agitazione porlare a volume con H20. Dopo quindici minuti fare la lettura allo
speltofotometro a 700 nm.

La concentrazione in P-PO4-3 vidne determinata ramite una retta di taratura costruita con le
densita ottiche di soluzioni standard contenenti 0. 5, 10, 15, 20 ¢ 25 pg di P-PO4 ' (Preparare
tali soluzioni diluendo 0, 5, 1015, 20 ¢ 25 mL della soluzione standard di fosfato in matracel
da 100 mL ¢ portando a volume con H20).

5. Espressione dei risultad
| risultati sono ¢spryssi in termini di g di P-PO4 g '
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Metodo TV.4.
DETERMINAZIONE DELI’ATTIVITA SOLFATASICA DEL SUOLO

1. Oggetto
Il presente documento fissa un metodo per la determinazione dell’attivitd solfatasica del

suolo.

Metodo 1V.4.1.

Metodo per Ia determinazione delia arilsolfatasi

1. Principio 7

Il principio del metodo, consiste nel determinare spettrofotornetricamente il p-nitrofenolo
rilasciato quando il suolo é messo ad incubare con umia soluzione tamponata di p-
nitrofenilsolfato di sodio eventualmente in presenza di toluene come agente sterilizzante.

2, Reattivi

2.1. Toluene;

2.2 tampone acetato 0,5 M a pH 5,8: sciogliere 68.g di CH3COONa.3H20 con circa 700 ml.
di H0, aggiungere 1,70 mL di acido acetico glaciale (99%) e diluire ad un litro con
H20;

23, soluzione di p-nitrofenilsolfato di potassio 0,025 M: sciogliere 0,312 g di p-
nitrofenilsolfato di potassio con circa 40 mL di tampone acetato, quindi diluire fino a 50
mL con il tampone. (Conservare la sotuzione in frigorifero);

2 4. cloruro di calcio (CaCl2) 0,5 M. Preparare come descritto per le fosfomonoesterasi;

2 5 idrossido di sodio (NaOH) 0,5M. Preparare come deseritto per le fosfomonoesterasi;

2.6. soluzione standard di p-nitrofenolo. Preparare come descritto per le fosfomonoesterast.

3. Apparecchiatura .
3,1. Spettrofotometro UV-VIS;

3.2. pHmetro.

4. Procedimento

Porre 1 g di terrenoin un matraccio da 50 mL, aggiungere 0,25 mL di toluene, 4 mL di
tampone acetato ed 1 mL di soluzione di p-nitrofenil solfato di potassio. Agitare la miscela
per alcuni secondi quindi porla ad incubare a 37 °C per un'ora. Bloccare la reazione
mediante aggiunta di 1 mL di CaCl2 0,5 M e 4 mL di NaOH 0,5 M agitando la miscela per
alcuni secondi, quindi filtrare la sospensione su filtro a fascia blu (o Whatman n. 2). Sul
filtrato eseguire la valutazione del p-nitrofenolo rilasciato seguendo le modalith descritte per
le fosfomonoesterasi. .

5. Espressione dei risultati

I risultati sono espressi in termini di mg di p-nitrofenolo glnt

il
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Metodi LV.5.

DETERMINAZIONE DELL'ATTIVITA DEIDROGENASICA DEL SUOLO

1. Opgetto
Il presente documento fissa i metodi per la determinazione dell’attivila deidrogenasica del

suolo.

Metodo IV.5.1.
Determinazione dell’attivith deidrogenasica con iodo-nitrofenilformazano

1. Principio

1l metodo si basa sulla determinazione del prodotio di reazione, iodo-nitrofenilformazano
(INTF) dopo incubazione per 2 ore di 1 g di suolo con una soluzione di 1odo
nitrotetrazoliocloruro (INT). Le determinazioni vanno eseguite entro poche ore dal prelievo,
in quanto l'attivita pud variare considerevolmente con il fempo ed il tipo di suolo.

2. Reattivi

2.1 Substrato: 2 (p-iodofenil)-3-(p-nitratenil)-5-fenil tetrazolio cloruro
(iodonitrofeniltetrazolio, INT).

22. 500 mg di INT sono miscelati con’ 2 mL di N,N-dimetilformammide, agitati
vigorosamente, trasferiti in un matraccio da 100 mlL, portati a volume con acqua distillata
e tappali; si disciolgono con ultrasuoni. La soluzione viene preparata al momento dell'uso
e tenuta al buio;

2.3, tampone: TRIS 0.1 M, pH 7.0; ;

2.4, sciogliere 12.1g di Tris (idrossimetil) aminometano (TRIS) in 800 mL di acqua distillata;
neutralizzare con HCI diluito finoa pH 7.0, e portare ad 1 L;

5 5 soluzione estraente del formazano: N,N-dimetilformammide/etanolo (1:1);

2 6. soluzione standard di iodonifrofenilformazano (INTF): valori compresi nell'intervalio 0-
Sﬂmgfml." rientrano nel tratto lineare dclla retta standard.

3. Apparecchiatura
3.1. Spettrofotometro;
53.2. bagno termostatico;
3.3. amtatore;

3.4, pH-mctro.

4. Procedimento

| g di suolo’umido prelevato di fresco & posto in una provetta, miscelato con 1.5 mL di
tampone TRIS 1 M, ptf 7.0 ¢ 2 mL o substrato INT 0.5 %; per determinare l'aftivita
deidrogenasica "naturale”, si aggiunge acqua invece del tampone. Le provettc vcngono
tappale, agitate leggermente e incubate 3 40°C al buio per 2 ore. Viene preparato un controllo
con sublo autoclavato 2 121°C per 20 minuti e tratlato come i campioni. Le analisi si
preparano in triplo. Dopo 2 are di incubazione, i campioni vengono trattati con 10 mL della

il —
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miscela N,N-dimetilformammide/etanolo, al buio e agitando vigorosamente ogni 20 minuti
per | ora, per estrarre |"INTF prodotio.

La soluzione ottenuta wiene filtrata e immediatamente si eseguono le leture allo
spettrofotometro a 464 nm, usando la soluzione estraente come bianco. Il colore ¢ stabile per
eirca 3 ore, s¢ occorre, si pud diluire con la stessa soluzione estraente, per abbassare [ valori
delle letre,

fa concentrazione di INTF prodotto viene calcolata da una retta di taratura che riporta
I’ assorbanza in funzione di concentrazioni note di INTF. ~

5. Espressione dei risultati :
I valori delle assorbanze relativi ai controlli (che rappresentano la riduzione "chimica" 0
"abiotica” del substrato) si sottraggono da quelli delle prove. :

['attivita deidrogenasica viene espressa in nmoli INTF g”* suolo seceo x 2 ore.

Metodo IV.5.2.

Metodo di determinazione dell’attivita deidmganasim semplificato

1. Principio 2
il metodo si basa sulla determinazione del prodotto di reazione, iodo-nitrofeniiformazano
(INTF) dopo incubazione per 20 ore di | g di suolo con una soluzione di iodo

nitrotetrazoliocloruro (INT).

2. Procedimento :

Le detcrminazioni nei campioni e nei controlll vengono eseguiti in triplo. E' preferibile
eseguire le determinazioni entro poche ore dal prelicvo, in quanto laftivitd pud variare
considersvolmente con il tempo &.a seconda del suolo. II suolo (1 g) prelevato di fresco viene
pesato, posto in provetie di vetro pirex, e umidificato al 60% della sua capacita di ritenzione
idrica. Si aggiungono 0.2 mL di INT, disciolto allo 0.4% In acqua distillata (per sciogliere
I'INT in acqua occorre agitare vigorosamente o utilizzare ultrasuoni). Si pone ad incubare al
buio per 20 ore a temperatura ambiente o, se disponibile, in camera buia termostatata & 20°C.
Si aggiungono 10 mL di una soluzione estracnfe composta da tetracloroetilene e acetone
(1/1.5), si agita energicamente & mano per 1 minuto (I'estraente si addiziona subito prima di
agitare), si filtra su-carta Watmann N° 41 (se possibile si centrifuga a 4000 giri min™, per 5
minuti),

La concentraziope'di IN'I'F cstratto si determina mediante lettura spetirofotometrica a 490 nm,
utilizzando come bianco la soluzione ¢straente.

2 —
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3. Espressione dei risaitati

Le letturc di assorbanza delle prove, sottratte dei valori relativi ai controlli, vengono
trasformate in mg INTF mL™ mediante una retia di taratura preparata con concentrazioni note
di INTF (1, 2, 25, 5.0, 10 mg ml") disciolto mella soluzione estracntc. . Lattivita
deidrogenasica si esprime come mg di INTF prodotto per g di suolo secco (considerando il
contenuto di umidita) per ora di incubazione (mg INTF g h™). :

Calcolo:

10mi. + *
Attivith deidrogennsics = L0 x v
mL g suolox 20 ore

v* = volume di acqua necessario per mantenere il suolo al 60% _dﬁll‘a sug capacitd massima di
ritenzione idrica + volume di substrato aggiunto. %

o
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