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4. Aufschlusse

4.5 Methoden zur Bestimmung von P-Fraktionen bzw.
Bindungsformen in Bodenproben

Dana Zimmer, Karen Baumann

4.5.2 Abschatzung von pflanzenverfligbarem P in Bodenproben
Dana Zimmer, Karen Baumann

Im Boden ist Phosphor an unterschiedliche Bodenbestandteile gebunden
und nur ein geringer Anteil ist in der Bodenlosung gelést. Damit ist in
unterschiedlichen Béden P auch unterschiedlich mobilisierbar und biover-
figbar. Der Anteil von bio- oder pflanzenverfiigbarem P hangt also nicht
allein davon ab, wie hoch die P-Konzentration im Boden ist, sondern auch
wie P von den Bodenpartikeln in die Bodenlésung nachgeliefert wird und
so den Pflanzen Uberhaupt erst zur Verfigung steht (Abdu 2006, Zheng
und Zhang 2012). Insbesondere der im Laufe einer Vegetationsperiode zur
Verfigung stehende Anteil von Nahrelementen wie P ist fur die landwirt-
schaftlichen Nutzpflanzen und ihrer bedarfsgerechten Dingung von Be-
deutung. Daher muss also bei der Bestimmung des potentiell bio- oder
pflanzenverfigbaren P nicht nur die aktuelle P-Konzentration in der
Bodenlésung, sondern auch die P-Léslichkeit oder P-Nachlieferung aus der
Bodenfestphase bericksichtigt werden (z. B. Abdu 2006, Zheng und
Zhang 2012). Um den Dungebedarf fir die wichtigsten Nahrelemente wie
P, K und Mg einzuschatzen, wurden seit der ersten Halfte des 20. Jahr-
hunderts unterschiedliche Extraktionsmethoden entwickelt; spater sind
dann sogenannte Ion-sink-Methoden dazugekommen. Die Methoden zur
Bewertung des bio- oder pflanzenverfliigbaren P versuchen die Bedingun-
gen um die Pflanzenwurzeln nachzubilden (z. B. die Abgabe von nieder-
molekularen organischen Sauren durch die Pflanzenwurzel). Generell wird
zwischen den chemischen Extraktionen und den Ion-sink-Methoden unter-
schieden. Alle diese Methoden haben ihre speziellen Vor- und Nachteile.
Insbesondere die chemischen Extrakte wurden oft flr spezielle Boden mit
speziellen Eigenschaften entwickelt, auf denen sie auch sehr effektiv
nutzbar sind; aber flr andere Bdden kénnen sie dann nur eingeschrankt
genutzt werden (Abdu 2006). Hier spielen insbesondere der pH-Wert und
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die Konzentration von Carbonat eine Rolle (z. B. Schuller 1969, Zheng und
Zhang 2012). Der Vorteil der Ion-sink Methoden liegt in ihrer universellen
Einsetzbarkeit, da sie weitestgehend unabhdngig von den Bodeneigen-
schaften sind und, ahnlich den Pflanzenwurzeln, den P-Entzug nachah-
men. AuBerdem werden die chemischen Eigenschaften des Bodens nicht
verandert und insbesondere die Anionen-Austauscherharze kdnnen
wiederverwendet werden, ohne ihre Extraktionsfahigkeit zu verlieren
(Abdu 2006, Zheng und Zhang 2012).

Im Folgenden werden einige Methoden zur Abschatzung des pflanzen-
verfligbaren Phosphors vorgestelit.

4.5.2.1 DL und CAL-Extrakt

Prinzip und Eignung der Extrakte

In Deutschland werden in der Landwirtschaft der Doppellactat- (DL) und
der Calciumlactat- (CAL) Extrakt durchgefihrt, um abzuschatzen, welcher
Anteil des Phosphors, Kaliums und Magnesiums potenziell pflanzenverflg-
bar ist. Somit kann die zu dingende Aufwandmenge abgeschatzt werden.
Im Folgenden wird nur auf P eingegangen. In anderen Landern werden
andere Extrakte genutzt (z. B. mit NaHCOs3), um den potenziell
pflanzenverfligbaren und daraus zu dingenden Phosphor abzuschatzen.
Der CAL-Extrakt nach Schiiller (1969) wird in Deutschland fiir
kalkhaltige Bodenproben und der DL-Extrakt nach Riehm (1948)
fur kalkfreie Bodenproben genutzt. Die Vorgaben der Landesunter-
suchungs- und Forschungsanstalten (LUFen), ob ein DL- oder CAL-Extrakt
in der Landwirtschaft zu verwenden ist, sind abhangig vom Bundesland.
Der DL-Extrakt besteht aus einer Calciumlactatlésung mit einem pH-Wert
von 3,8. Beim CAL-Extrakt handelt es sich um eine gepufferte Lésung aus
Calciumacetat, Calciumlactat und Essigsaure mit einem pH-Wert von 4,1
(VDLUFA 2015).

Der folgende Abschnitt wurde Schiller (1969), van Laak et al. (2018) und
VDLUFA (2012) entnommen: Da sich apatitische Phosphate in neutralen
bis alkalischen Bdden, im Gegensatz zu sauren Bdden, nicht oder kaum
l6sen und so auch kaum eine P-Dingewirkung haben, sollten durch das
Extraktionsmittel die Apatite in neuralen bis alkalischen Bdden nicht oder
nur geringfliigig gelést werden. Sowohl DL als auch CAL lésen Mono-
calcium- und Dicalciumphosphate. Aufgrund der héheren Ca-Aktivitat des
CAL-Extrakts, im Gegensatz zum DL-Extrakt, werden aber die
schwerldslichen Ca-Phosphate wie Apatite mit dem CAL-Extrakt nicht
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geldst. Daher kann mit dem CAL-Extrakt, im Gegensatz zum DL-Extrakt,
auf neutralen und alkalischen Boden eine Uberbewertung der P-Verflig-
barkeit vermieden werden. Auf sauren Bdden kann der CAL-Extrakt bei
Vorliegen von apatitischen Phosphaten allerdings zu Unterbefunden
fUhren. Aufgrund der hdoheren Pufferkapazitat des CAL-Extrakts im Ver-
gleich zum DL-Extrakt (Anstieg des pH-Werts der Extraktionslésung bei
Carbonat-haltigen Bodenproben) kann der CAL-Extrakt fir CaCOs-
Konzentration von bis zu 8 bzw. bis 15 % genutzt werden. Um DL- und
CAL-Extrakte besser vergleichbar zu machen, entwickelten van Laak et al.
(2018) pH-abhangige Gleichungen zur Umrechnung der P-Konzentrationen
zwischen DL- und CAL-Extrakten.

Interpretation der Ergebnisse

Sowohl fur den DL-Extrakt als auch fir den CAL-Extrakt sind fur die P-
Konzentrationen (ebenso Mg und K) sogenannte Gehaltsklassen A (sehr
niedriger Gehalt) bis E (sehr hoher Gehalt) definiert (VDLUFA 2015, Tab.
4.5.2-1). Die Richtwerte flir die P-Konzentrationen fir die Gehaltsklassen
kdnnen ebenfalls der Tabelle 4.5.2-1 enthommen werden (VDLUFA 2015).
Aus diesen Gehaltsklassen werden die Dingeempfehlung abgeleitet. Die
konkrete Dingeempfehlung richtet sich nach der Kulturart und dem auf
dem jeweiligen Boden moéglichen und angestrebten Ertrag. In der
VDLUFA-Vorschrift wird die P-Konzentration traditionell mittels Molybdan-
blau am Photometer bestimmt. Es ist aber, auch laut VDLUFA (2015),
ebenso die P-Bestimmung am ICP-OES madéglich (dabei parallel Mg und K),
wie sie in der AG Bodenkunde durchgefihrt wird. Sie liefert generell
vergleichbare Ergebnisse. Es wird vermutet, dass die Bestimmung mittel
MB und ICP-OES annahernd gleiche Ergebnisse liefern, weil mit DL bzw.
CAL vorwiegend tatsachlich anorganisches Phosphat und kein organisch
gebundenes extrahiert wird. Dies sollte aber spezifisch flir den zu
extrahierenden Boden abgeglichen werden.

Hinweis: Im O6kologischen Landbau wird oft die Gehaltsklasse B ange-
strebt, sodass die Dingeempfehlungen entsprechend niedriger ausfallen.
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Tab. 4.5.2-1 Definition der Gehaltsklassen, P-Konzentrationen und Dingeempfehlung
nach VDLUFA (2015)
Gehalts- Kurzdefinition mgP pro Diingeempfehlung

klasse fur P im kg Boden

Boden

A sehr niedriger bis 20 stark erhéhte Dlingung gegeniber
Gehalt der Empfehlung in Gehaltsklasse C

B niedriger 21 bis 44  erhdhte Dingung gegenlber der
Gehalt Empfehlung in Gehaltsklasse C

C anzustrebender 45 bis 90 Erhaltungsdiingung in der Regel nach
Gehalt Abfuhr

D hoher Gehalt 91 bis 150 verminderte Dingung gegenlber der

Empfehlung in Gehaltsklasse C

E sehr hoher >150 keine Dungung

Gehalt

Hinweis aus VDLUA (2015): Im Routinebetrieb haben sich vertikal
rotierende Schuittelmaschinen weitgehend durchgesetzt. Die optimale
Drehgeschwindigkeit hangt vom Durchmesser des Rotors ab. Boden und
Extraktionsldsung missen zuverldssig gemischt, Zentrifugaleffekte durch
zu hohe Drehgeschwindigkeiten aber vermieden werden.

Probenvorbereitung flir DL- und CAL-Extrakt:

» Bodenproben trocknen (siehe Kapitel 2.4 und 3.1)

» Bodenproben <2 mm sieben und diese <2 mm Fraktion (Feinboden)
verwenden

» In einer Teilprobe Gesamtelementkonzentrationen bestimmen (z. B.
mittels Kénigswasserextrakt, siehe Kapitel 4.1.2)

Handbuch zur Auswahl der Aufschluss- und Bestimmungsverfahren fiir Gesamtphosphor in Umweltproben
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Protokoll fiir die DL-Extraktion

benoétigtes Material und Chemikalien fir den DL-Extrakt

DL-Vorratslésung

>

|

120 g Calciumlactat (CeH10CaOs 5H20) in einen 1-Liter MaBkolben
geben und mit ca. 0,8 L kochendem Reinstwasser (RW) UbergieBen
und umruhren, bis alles gel6st ist.
Zur noch warmen L6ésung 40 ml 10 M HCl geben und nach dem
Erkalten mit RW auf 1 L aufftllen.

DL-Gebrauchslésung (taglich frisch herstellen)

|

>

500 ml der DL-Vorratslésung mit RW auf 10 L aufflillen oder 50 ml
auf 1 Liter aufflillen
Wichtig: pH-Kontrolle 3,6

Durchfihrung DL-Extraktion:

>

v

Pro Bodenprobe mindesten 3 Replikate und pro 10 Extraktionsproben
mindestens 1 Blindwert ansetzen.

Normalerweise werden 4 g Boden in 250 ml Schittelflaschen einge-
wogen und mit 200 ml DL-Gebrauchslésung versetzt; es kbnnen aber
auch 0,6 g Boden in 50 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit
30 ml Gebrauchslésung versetzt werden; dabei verstarkt auf die
Homogenitat der Probe zu achten

90 min Uber Kopf schutteln bei ca.20 Umdrehungen pro Minute
DL-Extrakt durch P-freie Filter in Erlmeyerkolben filtrieren

Werden keine P-freien Filter genutzt, dann die ersten 10 bis 30 ml
des Filtrats verwerfen (Spulen der Filter), dazu die Erlmeyerkolben,
die das Filtrat aufgefangen haben, austauschen bzw. die Trichter mit
den Filtern nach den ersten ml Filtrat auf neue Erlmeyerkolben setzen
und den Rest filtrieren

Aliquot in ICP-GefaBe Uberfihren und bis zur Messung im Kiuhl-
schrank lagern oder einfrieren (wenn die Extrakte >1 Tag gelagert
werden mussen)

Bestimmung der Elemente K (766,490 nm), Mg (285,213 nm) und P
(213,617 wund/oder 214,914 nm) am ICP-OES und/oder P
photometrisch mit Molybdanblau, siehe unten
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Protokoll fiir die CAL-Extraktion

bendtigtes Material und Chemikalien fiur den CAL-Extrakt

CAL-Vorratslésung

>

|

|

77 g Ca-Lactat-Pentahydrat (CeH10CaOs * 5H>0) in ca. 300 ml
kochendem RW und 39,5 g Ca-Acetat (Ca(CH3COO)2 * H.0) (bzw.
35,5 g Ca(CH3COO)> wasserfrei) in ca. 300 ml RW Iésen (ggf.
erwarmen)

Beide Losungen im 1-Liter MaBkolben vereinigen und mit 89,5 ml
Eisessig (konz. Essigsaure) p.a. versetzen

Mischung mit RW im MaBkolben auf 1 L aufflllen.

CAL-Gebrauchslésung:

>

1 L der Vorratslésung mit RW im MaBkolben auf 5 L aufftllen
(= 0,1 M Ca-Lactat; 0,1 M Ca-Acetat; 0,3 M Essigsaure; pH 4,1)

Durchfihrung der CAL-Extraktion:

>

v

Pro Probe mindesten 3 Replikate und pro 10 Proben mindestens 1
Blindwert ansetzen.

Normalerweise werden 5 g Boden in 300 ml Schuttelflaschen einge-
wogen und mit 100 ml CAL-Gebrauchslésung versetzt; es kdnnen
aber auch 1,5 g Boden in 50 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen und
mit 30 ml Gebrauchslésung versetzt werden; dabei verstarkt auf die
Homogenitat der Probe achten

90 min Uber Kopf schitteln bei ca. 20 Umdrehungen pro Minute
CAL-Extrakt durch P-freie Filter in Erlmeyerkolben filtrieren

Werden keine P-freien Filter genutzt, dann die ersten 10 bis 30 ml
des Filtrats verwerfen (Spulen der Filter), dazu die Erlmeyerkolben,
die das Filtrat aufgefangen haben, austauschen bzw. die Trichter mit
den Filtern nach den ersten ml Filtrat auf neue Erlmeyerkolben setzen
und den Rest filtrieren

Aliquot in ICP-GefaBe o0.a. Uberfihren und bis zur Messung im
KlUhlschrank lagern oder einfrieren (wenn >1 Tag gelagert werden
Mmuss)

Bestimmung der Elemente K (766,490 nm), Mg (285,213 nm) und P
(213,617 und/oder 214,914 nm) am ICP-OES und/oder
photometrisch mit Molybdanblau, siehe unten
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P-Bestimmung im DL- und CAL-Extrakt mit Molybdanblau (nach
Murphy und Riley, 1962)

Die photometrische P-Bestimmung ist nur an farblosen, ungetribten
Extrakten madglich!

Reagenzien:

Fir 1 Liter Nachweisreagenz A

» In einen 1-Liter-MaBkolben ca. 500 ml RW geben

» 6 g Ammoniumheptamolybdat (NH4)eM07024 x 4H>0 darin I6sen

» 74 ml konz. H2SO4 zugeben, etwas abkUlhlen lassen

» 0,149 g Kaliumantimonoxidtartrat K(SbO)CsH406 x 0,5 H20 (KAT)
darin lésen

» Da sich das KAT schlecht 16st, das KAT zugeben, wenn die Lésung
noch warm ist und ggf. ins Ultraschallbad stellen und zwischendurch
immer wieder schwenken bis zur vollstandigen Lésung.

» Weiteres RW bis etwas unterhalb der Marke zugeben, auf
Raumtemperatur abkihlen lassen und auf 1 Liter mit RW auffillen.

Fir 2 Liter Nachweisreagenz A:

Es werden 12 g Ammoniumheptamolybdat, 148 ml konz. H>SO4 und 0,298
g KAT benétigt.

Fir 250 ml Nachweisreagenz B:

» 1,32 g Ascorbinsaure in einen 200 ml MaBkolben geben

» Reagenz A zugeben und schwenken, bis sich die Ascorbinsaure geldst
hat

» Auf 200 ml mit Reagenz A auffillen

Fir 500 ml Nachweisreagenz B:

» 2,64 g Ascorbinsaure in einen 500 ml MaBkolben geben
» Reagenz A zugeben und schwenken, bis sich die Ascorbinsdaure geldst
hat

» Auf 500 ml mit Reagenz A auffillen
Hinweis:
Das Reagenz B muss taglich frisch hergestellt werden, da es nicht
langer als 24 h haltbar ist. Pro Probe/Standard werden bei einem 25-
ml-MaBkolben 4 ml vom Nachweisreagenz B benétigt. Je nach benétigter
Menge Nachweisreagenz B mussen die Einwaage der Ascorbinsdaure und
das Volumen anpasst werden.
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Ansatz der Standardreihe fur die photometrische P-Bestimmung:

Zielkonzentration flr die P-Stammlésung: 10 mg P pro Liter in einen 100-

ml-Kolben ansetzen

|

vy

Tab.

Flir die Herstellung der Kalibrierstandards (Tab. 4.5.2-2) das
entsprechend ndétige Volumen der Stammlésung in einen 25 ml oder
50 ml Kolben geben und mit RW maximal bis zur Halfte aufftllen. (Es
werden unterschiedliche PipettengréBen bendtigt!

4 ml (im 25-ml-Kolben) bzw. 8 ml (50-ml-Kolben) vom
Nachweisreagenz dazugeben

Auf 25 bzw. 50 ml mit RW aufflllen

30 min warten und Extinktionen bei 882 nm messen

den Standard SO im Photometer auf ,Null® setzten, Herstellerangaben
flir das Photometer beachten

Kalibriergerade berechnen

4.5.2-2 Zielkonzentrationen flr die P-Standards fir die Kalibrationsgerade

SO
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10

N
ul

~

~

~

DNOUBDRWNROO

~

OO0 0O0O0O00O00O0O00OO0O

~

Hinweis:
Liegen die Extinktionen der meisten Proben unterhalb des Standards

S2,

so sind zusatzliche Standards zwischen SO und S2 einzufligen

(Tab. 4.5.2-3). Daflir werden entsprechende pl-Pipetten bendtigt.
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Tab.

4.5.2-3 Zusatzliche Standards A, B und C fir die Kalibrationsgerade, wenn die

Extinktionen der meisten Proben unterhalb das Standards S2 sind

Photometrische Bestimmung der P-Konzentration in den Proben mit

Molybdanblau

DL-

» Je 1 bis max. 10 ml (bzw. 0,5 bis max. 5 ml) des Filtrats in 25 ml
(bzw. 50 ml) Messkolben pipettieren und anschlieBend max. bis zur
Halfte mit RW aufflllen

» 4 ml (bzw. 8 ml) Nachweisereagenz zugegeben und auf 25 (bzw. 50
ml) mit RW aufflllen

» Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei 882 nm messen, daflr
Standard SO auf Platz ,Null® belassen. Angaben des Herstellers des
Photometers beachten

» Die Blindwerte werden ebenso wie die Proben gemessen und der
Mittelwert der Extinktionswerte der Blindwerte von denen der Proben
subtrahiert

» Berechhnung der P-Konzentration in den Proben mittels
Kalibriergerade

Hinweis:
Die bendtigte Probenmenge flr das Molybdatreagenz hangt von der

bzw. CAL- extrahierbaren P-Konzentration im Boden ab. Fur

Bodenproben aus Ap-Horizonten mit 2,5 ml Probe aufgeflllt auf 25
ml ausprobieren!

Die

DL- und CAL-Extrakte koénnen in den AGs Bodenkunde und

Pflanzenbau (beide AUF, Uni Rostock) durchgeflihrt werden.
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4.5.2.2 NaHCOs3-Extrakt

Prinzip und Eighung des Extrakts

Generell besteht im Wasser ein Gleichgewicht zwischen folgenden
Spezies:

CO, (g)« CO; (aq) + H,0 & H,CO3 (aq) « H*(aq) + HCO3(aq) « H*(aq)+ CO% (aq)

Wird NaHCOs3 zur Bodenlésung gegeben, so zerfallt es im Wasser zu Na*
und HCOs. Im alkalischen Boden reagiert HCOs~ mit dem Ca2?* der
Bodenlésung und fallt als CaCOs aus (Olsen et al. 1954, Soinne 2009).
Das Gleichgewicht wird auf die rechte Seite der Gleichung verschoben.
Dadurch kann das vorher an Ca gebundene P extrahiert werden. In sauren
Bdden, in denen P vor allem an Al- und Fe-(hydroxide) gebunden ist,
reagiert HCO3™ mit den H* zu H2CO3 und immer weiter zur linken Seite bis
zum CO3, welches auch ausperlen kann (CO2(g)) und damit dem Gleichge-
wicht entzogen wird. Alle Ionen aus der obigen Gleichgewichtsreaktion
konkurrieren mit dem P um die Bindungsplatze an den pedogenen Oxiden
(Hartikainen, 1981), sodass auch P von diesen in Lésung geht. Aufgrund
des Ausperlens des CO2 kann sich kein konstantes Gleichgewicht zwischen
den Spezies einstellen. Da sich somit bei der Extraktion kein Gleichgewicht
einstellt und die extrahierten P-Konzentrationen dadurch schwanken
kdnnen, ist fur die Vergleichbarkeit auf die exakte Einhaltung von
Schuitteldauer, -temperatur usw. zu achten (Miller et al. 2002). Der
Extrakt nach Olsen et al. (1954) wird beispielsweise in einigen Staaten der
USA genutzt, um den pflanzenverfigbaren P-Anteil abzuschatzen
(Wuenscher et al.2015). Er wird bevorzugt fur kalkhaltige Boden genutzt,
kann aber auch fur kalkfreie verwendet werden (Wuenscher et al.2015).

Protokoll

Probenvorbereitung:

» Bodenproben trocknen (siehe Kapitel 2.4 und 3.1)

» Bodenproben <2 mm sieben und diese <2 mm Fraktion (Feinboden)
verwenden

» In einer Teilprobe Gesamtelementkonzentrationen (z. B. mittels
Kdnigswasserextrakt, siehe Kapitel 4.1.2) bestimmen
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Ansatz der Chemikalien

1 Liter 0,5 M NaHCOs3 (pH 8,5)

» 42 g NaHCO3 in 1-L-Kolben geben und mit RW auf ca. 800 ml
auffullen

» pH-Wert mit 1 M NaOH einstellen (ungefahr 10 bis 20 ml ndétig)

» mit RW auf 1 Liter aufflllen

1 Liter 1 M NaOH fiir pH-Einstellung

» 1-Liter-Kolben mit ca. 700 ml RW flllen, 40 g NaOH-Pellets dazu
geben, mit RW unvollstandig auffillen

» Nach vollstdndiger Aufldsung der Pellets und Abkuhlung auf
Raumtemperatur, auf 1 Liter mit RW aufflllen

Durchfliihrung:

» 1,00 g luftrockenen Boden in 50 ml Zentrifugenrdéhrchen einwiegen

20 ml 0,5 M NaHCO3 Ldsung zugeben

30 min schitteln

10 min bei 3500 x g zentrifugieren

in Erlenmeyerkolben filtrieren

evtl. 20 ml abfullen fur photometrische Molybdanblau-Messung (siehe

Kapitel zur sequentiellen P-Fraktionierung F2, keine Zerstérung HCO-

mit HCI)

» 10 ml Probe fur ICP-Messung mit HCl ansauern (Zerstérung HCO"):

» 10 ml Probe + 1 ml konz. HCI in Erlenmeyerkolben geben, Uber
Nacht stehen lassen (Ausgasen CO>)

» Am nachsten Tag 9 ml RW zugeben (Verdinnungsfaktor: 2)

» Abflullen far P-Bestimmung am ICP-OES, Wellenlénge: 213,617 nm
und/oder 214,914 nm

vVvYyyvyy

Diese Extraktion kann in den AGs Bodenkunde und Pflanzenbau (beide
AUF, Uni Rostock) durchgefihrt werden.

4.5.2.3 Wasser-Extrakte
Prinzip und Eignung der Extrakte

Wasserextrakte simulieren den durch Regenereignisse potenziell mobili-
sierbaren P-Pool im Boden. Dieser P-Pool kann gleichzeitig auch als direkt
pflanzenverfigbar angesehen werden. Wasserextrakte lassen allerdings
weitestgehend die Nachlieferung des labil gebundenen P auBer Acht,
welches in Loésung geht, sobald das geléste P durch Pflanzen aufge-
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nommen wurde. Es kann zwischen Kalt- und HeiBwasserextrakten unter-
schieden werden. Mit dem HeiBwasserextrakt kann insbesondere neben

den

interessierenden mineralischen Elementen gleichzeitig auch die leicht

mobilisierbare bzw. umsetzbare organische Bodensubstanz (OBS), also
auch C und N extrahiert werden (Leinweber et al. 1995).

Probenvorbereitung fir die Wasserextrakte:

>
>

|

>

Bodenproben trocknen (siehe Kapitel 2.4 und 3.1) und

Bodenproben <2 mm sieben und diese <2 mm Fraktion (Feinboden)
verwenden

Soll naturfeuchter Boden (z. B. Rhizosphdarenboden) verwendet
werden, sollte zumindest <5 mm gesiebt und Steinchen, Wurzel u. A.
entfernt werden

In einer Teilprobe Gesamtelementkonzentrationen bestimmen (z. B.
mittels Kdénigswasserextrakt, siehe Kapitel 4.1.2)

Protokoll Kaltwasserextraktion (Boden + Wasserverhaltnis: 1 + 10)

Durchfihrung:

>

vvyyvyyVvyy

2,00 g lufttrockenen Feinboden (<2 mm) in 50 ml Zentrifugenréhr-
chen einwiegen

20 ml Reinstwasser zugeben

Fir 60 min Uber Kopf schitteln

Bei 3000 x g fur 10 min zentrifugieren

Uberstand durch P-freie Filter in 100 ml Erlenmeyerkolben filtrieren
Mit 20 pl konz. HCI auf pH 2-3 ansdauern, um eine Elementausfallung
und mdgliche mikrobielle Veranderungen (,verschleimen™) zu
verhindern

Bei Ansauerung sollten die Proben mehrere Tage gut im Kuhlschrank
lagerbar sein. Da bisher die Elemente aber immer zeitnah bestimmt
wurden, liegen keine Erfahrungen zur Lagerfahigkeit vor. Bei langerer
Lagerung sollten die Extrakte eingefroren werden.
Elementbestimmung am ICP-OES (auswahlen z. B. Al, Ca, Cd, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Ni, P, Pb, Zn)
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Protokoll HeiBwasserextrakt zur gleichzeitigen Bestimmung der
leicht umsetzbaren OBS

Durchfihrung:

» (10) oder 25 bis 30 g luftrockenen Feinboden (<2 mm gesiebt) in

einen 250 ml Glaskolben einwiegen (der Heizblock bietet 12 Platze,

mind. einen davon als Blindwert ansetzen)

einige Siedesteinchen zugeben und 50 bis 60 ml Wasser zugeben

exakte Einwaage und Wasservolumen notieren

Glaskolben in den Heizblock setzen

Ruckflusskihler aufsetzen, die Suspension im Heizblock erhitzen und

60 min kraftig kochen, sodass Boden und Wasser intensiv durch-

wirbelt werden

» Probe schnell abkiihlen (GefaBe in kaltes Wasser stellen)

» 3 Tropfen 2,5 M CaCl>-Lésung als Filtrierhilfe zugeben und Uber P-
freie Faltenfilter in 100 ml Erlenmeyerkolben filtrieren

» Bestimmung von C- und N-Konzentrationen in flissigen Extrakt wie
bei Cmic

» Bestimmung P (und ggf. weitere Elemente) am ICP-OES

» Wenn zur Bestimmung organischer C-Verbindungen mittels MS ein
Feststoff notig ist, sollte der Extrakt gefriergetrocknet werden.

vVvyyy

Beide Wasserextrakte kénnen in der AG Bodenkunde (AUF, Uni Rostock)
durchgefthrt werden.

4.5.2.4 Extraktion mit niedermolekularen organischen Sauren

Prinzip und Eignung der Extrakte

Im Boden liegen nur geringe Anteile von P als geléstes Phosphat in der
Bodenldsung vor; die groBten Anteile sind starker oder schwacher an die
Bodenteilchen gebunden. Die Extraktion mit niedermolekularen organi-
schen Sauren (low molecular weight organic acids = LMWOA) simuliert die
Ausscheidung von Wurzelexudaten der Pflanzen und damit die Losung von
potenziell verfligbaren Nahrstoffen in der Rhizosphare. Feng et al. (2005)
beschreiben die Extraktion mit LMWOA flr pflanzenverfigbare Schwerme-
talle, wahrend Wei et al. (2010) Zitronensaurelésung ahnlicher Molaritat
zur Extraktion von pflanzenverfigbaren P verwendeten.

Werden mit diesen Extrakten kleinraumige hot spots im Boden, wie z. B.
Rhizosphareboden, untersucht, empfiehlt sich die Nutzung naturfeuchter
Proben, um mikrobielle Umsetzungen und oxidative Veranderungen
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wahrend der Trocknung zu verhindern (siehe Kapitel 2.4). Dies verhindert
auch eine durch Trocknung verursachte Lyse mikrobieller Zellen in den
Mikroorganismen-reichen hotspots wie der Rhizosphare, welche ein
unerwunschtes Freisetzen von mikrobiellem P verursachen wirde
(Sparling et al. 1985, Srivastava 1998, Turner and Haygarth 2003). Um
die mikrobielle Aktivitat und potenzielle Biodegradation der organischen
Sauren zu verhindern, kann ein Biozid (z. B. Chloroform) zugesetzt
werden (Wei et al. 2010). AuBerdem muss die angesetzte Ldsung am
selben Tag verbraucht werden, um eine Degradation der organischen
Sauren zu verhindern.

Die LMWOA-Extrakte wurden bisher nicht in den Laboren der Bodenkunde
(AUF, Uni Rostock) durchgefihrt, kbnnten aber dort potenziell getestet
werden.

Protokolle
LMWOA-Extrakt modifiziert nach Feng et al. (2005)
Ansatz der LMWOA-L6sung nach Feng et al. 2005

» Gesamtkonzentration der organischen Sauren: 10 mM bestehend
aus: acetic, lactic, citric, malic und formic acid im Verhaltnis:
4:2:1:1:1

» 10 mM = 9/9

Tab. 4.5.2-4 Benotigte Konzentrationen der organischen Sauren flir den Extrakt

4/9  acetic acid 4,44 mM Essigsaure 60,05 Flissigkeit
2/9 lacticacid 2,22 mM Milchsaure 90,08 Flissigkeit
1/9 citric acid 1,11 mM Zitronensaure 192,124 Pulver
1/9 malic acid 1,11 mM Apfelsdure 134,09 Pulver

1/9 formic acid 1,11 mM Ameisensaure 46,025 Flissigkeit

Ansatz fur 1 Liter LMWO-L6sung:

» Essigsaure 4,44 mM 266,62 mg
» Milchsaure 2,22 mM 199,98 mg
» Zitronensaure 1,11 mM 213,25 mg

» Apfelsdure 1,11 mM 148,84 mg
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» Ameisensaure 1,11 mM 51,09 mg

Durchfihrung der Extraktion

» 2,00 g feuchten Rhizospharenboden oder lutro Boden <2mm in 50 ml
Zentrifugenréhrchen einwiegen

» 20 ml LMWOA-L6sung zugeben plus 2 Tropfen Chloroform (Wei et al.
2010) als Biozid

» 16 h Uber Kopf schitteln bei ca.20 Umdrehungen pro Minute

Bei 3000 x g fur 30 min zentrifugieren

» 5 ml des Uberstandes in 10 ml graduierte Reagenzgldser
abpipettieren, diese mit 2 %-iger HNO3 auffillen

v

Zitronensaure-, Oxalsaure- oder Maleinsaureextrakt nach Wei et al.

(2010)

Nach Wei et al. 2010 war die Extraktion mit Zitronensaure fir tropische
und subtropische Béden am effektivsten.

Ansatz der L6sungen

1 mM Zitronensaurelésung
» molare Masse: 192,124 g mol-!
» Einwaage fur 1 Liter 1mM Zitronensaure: 192 mg
1 mM Oxalsaureldsung
» molare Masse: 90,04 g-mol-! (wasserfrei) 126,07 g-mol~! (Dihydrat)
» Einwaage flr 1 Liter 1 mM Oxalsaure: 90 mg (wasserfrei) oder 126
mg (Dihydrat)
1 mM Maleinsdaurelésung
» Molare Masse: 116,072 g mol!
» Einwaage fur 1 Liter 1 mM Maleinsaure: 116 mg

Durchfihrung der Extraktion mit LMWOAs

» 4,00 g lutro Boden <2mm in 50 ml Zentrifugenréhrchen einwiegen

» 40 ml Zitronensaure-, oder Oxalsdaure- oder Maleinsaure-Lésung
zugeben plus 2 Tropfen Chloroform als Biozid (unter dem Abzug
arbeiten)

» 24 h Uber Kopf schitteln

Bei 3000 x g fur 30 min zentrifugieren

» Durch P-freie Filter filtrieren

\4
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Bestimmung der Elementkonzentrationen

» Messung der interessierenden Elemente am ICP-OES
» Ggf. Messung P mittels Molybdanblau

4.5.2.5 Ion-sink-Methoden - Anionenaustauscherharz

Zu den Ion-Sink-Methoden zahlen Extrakte mit Anionenaustauscherharz
und Fe-beschichtet Streifen oder Filterpapieren (Myers et al. 2005). Diese
Methoden simulieren die Verhaltnisse in der Rhizosphare, d. h. die
Pflanzenwurzel (oder in dem Fall die Austauscher) nehmen das in der
Bodenlésung vorhandene P auf. Daraufhin wird, dem Ld&slichkeitsgleich-
gewicht folgend, P von den Bodenpartikeln desorbiert und das geléste P
wieder von den Wurzeln bzw. dem Austauscher aufgenommen. Diese
Methoden haben den Vorteil, dass sie, im Gegensatz zu chemischen
Extraktionsmitteln, unabhdngig von den Bodeneigenschaften genutzt
werden kénnen, den Boden nicht chemisch verandern und im Fall von
Anionenaustauscherharz mehrfach (50 bis 500 Mal) wiederverwendet
werden kdénnen (Saggar et al. 1990, Schoenau und Huang 1991).

Hinweise zu den Extrakten mit Anionenaustauscherharz
Extraktionen mit Anionenaustauscherharzen koénnen entweder als
sogenannte (1) Batch-Extrakte (mit Harzmembranen (anion exchange
membran = AEM) oder Harzkligelchen), mit der (2) miscible displacement
technique (Abdu 2006) oder (3) mit der Platzierung der Austauscherharze
direkt in den ungestdérten Boden durchgeflihrt werden (e.g. Quian and
Schoenau 2002). Bei den Batch-Extrakten werden Boden und
Reinstwasser in einem weiten Verhaltnis gemischt und das Austauscher-
harz zum Schitteln zugegeben. Die Austauscherharze kénnen entweder
mit HCl oder mit Bicarbonat vorbehandelt werden (Abdu 2006, Sibbesen
1978, Quian and Schoenau 2002). Es werden dann Phosphate gegen
Anionen der Membran ausgetauscht. Sibbesen (1978) wies nach, dass
HCO3z-Harze geeigneter sind als Cl--Harze, da die Pflanzen HCO3" in der
Rhizosphare anreichern, was in sauren bis neutralen Bdden zu einer
Erhéhung des pH-Wertes in der Rhizosphare und in alkalischen Béden zu
einer pH-Verringerung fuhrt. Wird Cl-Harz genutzt, kann sich das CI- in
der Lésung anreichern und die Austauschreaktion hemmen (Myers et al.
2005). Diese Methode kann daher auch nicht bei salzhaltigen Bodden
eingesetzt werden.

Im Folgenden wird, ausgehend von der sequentiellen P-Fraktionierung,
das Vorgehen zur P-Extraktion mit Anionenaustauscherharz als Membran
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in der HCO3 -Form beschrieben. Da sonst keine Erfahrungen mit diesen
Extraktionsmethoden in den AGs vorliegen, wird auf die Literatur
verwiesen.

Protokoll zur Extraktion mit Streifen von Anionenaustauscherharz

Praparation der Harzstreifen (siehe auch Myers et al. 2005, Saggar et al.

1990)
» Anionen-Austauscher-Membrane BDH #55164 2S (siehe auch

sequentielle P-Fraktionierung, in 12 Streifen von je 6 x 2 cm
schneiden

2 L 0,5 M NaHCO3 herstellen und in zwei 1-Liter-Becherglaser fullen
Harzstreifen fir 1 h in erstes Becherglas geben, mit Pinzette in
zweites Becherglas uUberfihren und erneut 1 h inkubieren

Harzstreifen 3 Mal waschen, indem sie in Becherglaser mit RW gelegt
werden (mit Pinzette bewegen, Pinzette vor Benutzung in RW
einlegen)

Lagerung in RW im Kuhlschrank (24 h vor Nutzung, nach
Vorbereitung mit HCO3")

Probenvorbereitung:

» Bodenproben trocknen (siehe Kapitel 2.4 und 3.1)

» Bodenproben <2 mm sieben und diese <2 mm Fraktion (Feinboden)
verwenden

» In einer Teilprobe Gesamtelementkonzentrationen (z. B. mittels
Kdnigswasserextrakt, siehe Kapitel 4.1.2) bestimmen

Durchfihrung:

» Einwaage 0,5 g Boden, 30 ml Reinstwasser und einen Streifen
Anionenaustauscherharz zugeben, 18 Stunden Uber Kopf schitteln

» Harzstreifen mit einer Pinzette entfernen, anhaftende Bodenpartikel
mit Reinstwasser (RW; Spritzflasche) zurlick in Zentrifugenréhrchen
spllen

» Harzstreifen mit max. 45 ml 1 M HCI Uber Trichter mit P-freiem Filter
in 50 ml MaBkolben waschen

» Harzstreifen wieder in Becherglaser mit RW legen, spater erneute
Vorbehandlung fur Bicarbonatform durchflihren, bevor wieder die
Lagerung im Kihlschrank erfolgt

» MaBkolben mit 1 M HCI auf 50 ml auffillen
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» Aliquote (10 bis 20 ml) flr P-Bestimmung abfillen, Bestimmung
Harz-P: am ICP, ggf. P; mittels MB (siehe Kapitel 4.5.1 sequentielle P-
Fraktionierung)

Herstellen 0,5 M NaHCOs3

Molare Masse NaHCOs: 84,007g mol!
42 g NaHCOs in einen 1-Liter MaBkolben geben und mit RW aufflllen

Da es sich um eine Fraktion der sequentiellen P-Fraktionierung handelt,
kann die Extraktion mit Anionenaustauscherharz in den AGs Bodenkunde
und Pflanzenbau an der Agrar- und Umweltwissenschaftlichen Fakultat der
Universitat Rostock durchgefiihrt werden.

Myers et al. (1999) und (2005) weichen vom obigen Vorgehen wie folgt
ab:

Nach der Bodenextraktion und dem Abspulen der Bodenpartikel mit
Reinstwasser werden:

» Die Harzmembranen in eine 125 ml Weithalsflasche gegeben und es
werden 50 ml von 0,5 M HCI zugegeben, um P von den Harzstreifen
zu entfernen

» Die verschlossenen Flaschen werden auf einem Horizontalschittler
(horizontally and end-to-end on a reciprocating shaker) bei 125 bis
130 rpm fir 90 min geschuttelt

» Die Harzstreifen werden entfernt und die P-Konzentration in der HCI-
Lésung bestimmt

Schoenau und Huang (1991) weichen wie folgt ab:

Ist der Boden von den Harzmembranen abgewaschen, werden sie in 50 ml
Zentrifugenréhrchen gegeben und 30 ml 0,5 M HCI werden zugegeben.
Die Harzmembranen werden 1 h auf dem Horizontalschittler geschittelt.

Vorbehandlung Anionenaustauscherharz, wenn die Cl-Form genutzt
werden soll, nach Myers et al. (2005):
» Harzmembranen 24 h vor Benutzung in Reinstwasser lagern
» 250 ml 1.0 M KCI herstellen, in ein Becherglas geben und flir 30 min
die Harzmembranen einlegen
» Den Vorgang in einem zweiten Becherglas wiederholen,
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» danach Harzstreifen mit Reinstwasser spulen, bevor sie in
Reinstwasser gelagert werden
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