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PRESENTAZIONE DEL CONVEGNO

Nell’ambito dell’analisi chimica e biologica del suolo, che costitui-
sce da sempre la base degli studi chimico agrari e pedologici, si indivi-
duano tre filoni fondamentali: il primo prevede 1’'impiego di tecniche
avanzate e apparecchiature sofisticate per studi aventi lo scopo di appro-
fondire le conoscenze sulla dinamica del suolo; il secondo concerne le
determinazioni di laboratorio che costituiscono il supporto alle osserva-
zioni di campo per il corretto inquadramento tassonomico dei suoli; il
terzo, infine, riguarda le analisi del terreno aventi la finalita di valutar-
ne il grado di fertilita e quindi di stabilire il fabbisogno in fertilizzanti.

Mentre ai primi due sono interessati gruppi ristretti ed omogenei di
studiosi, il terzo filone comprende invece persone e strutture molto ete-
rogenee. La richiesta di servizi, caratteristica del nostro tempo, ha coin-
volto infatti anche il settore agricolo che richiede, e con sempre maggio-
re frequenza, I’analisi di terreni, vegetali ed acque di irrigazione, oltre
che I’assistenza tecnica per una pill corretta pratica agricola.

Un primo contributo alla normalizzazione dei metodi per 1’analisi
del suolo ¢ stato portato dalla SISS con le due pubblicazioni del 1976 e
del 1985 e dall’UNICHIM attraverso il manuale di analisi del 1985. L’U-
NICHIM in quanto affiliato all’UNI e all’ISO (International Standard
Organisation) & inoltre 1’unico organismo italiano che opera alivello eu-
ropeo per ’unificazione dei metodi chimici. Il processo di unificazione
dei metodi analitici ¢ quindi ad un punto avanzato; ¢ opportuno peraltro
puntualizzare, attraverso un confronto ed un dibattito, lo stato dell’arte
per quanto attiene la parte analitica vera e propria, 1 criteri di interpreta-
zione, 1 possibili sviluppi dal punto di vista analitico strumentale ed in-
fine i sistemi informatici pill idonei alla gestione dei dati.

La convergenza di mezzi, risorse ed uomini appartenenti ad enti
pubblici e privati consentira inoltre un’adeguata partecipazione dell’I-
talia ai lavori della Commissione ISO TC 190 denominata “Soil Quali-
ty” a cui il gruppo terreni dell’UNICHIM gia partecipa e che tanta par-
te avra nell’unificazione delle metodiche analitiche sia in campo chimi-
co agrario che in quello piu prettamente ecologico.
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MODERNE METODOLOGIE PER LA CARATTERIZZAZIONE
DELIA OOMPONENTE ORGANICA

P.Sequi e C.Ciavatta
Istituto di Chimica Agraria, Universita di Bologna
V.le Berti Pichat, 10 -~ 40127 Bologna

RIASSUNTO

Pur riconoscendo alla sostanza organica un ruolo fondamentale
sia a livello pedologico che agronomico non si é giunti ancora ad una
sufficiente caratterizzazione qualitativa e quantitativa. Numerose
sono le tecniche utilizzate allo scopo, ma nessuna di esse & risulta-
ta decisiva, tant'é che non si dispone neppure di un metode idoneo
per la determinazione quantitativa. Recentemente con 1'introduzione
dell’indice (HI), del grado (DH). del tasso (HR) di umificazione e
attraverso l’applicazione dell’'isoelettrofocalizzazione (IEF), alcuni
importanti progressi si sono conseguiti. Alla luce dei recenti risul-
tati sembra che questo approccio possa dare ottimi risultati.

SUMMARY

Organic matter is very important for agronomic and pedological
processes in soils. Several methods for a quantitative and quali-
tative characterization have been proposed. Recently, it has been
devised a quantitative procedure that gives an Index (HI), a Degree
(DH) and a Rate of Humification (HR). Also, analytical Isoelectric
Focusing (IEF) techniques have been applied successfully to charact-
erize the organic matter extracted from soils, organic fertilizers
and amendments.

INTRODUZIONE

Come & noto (Sequi e Ciavatta, 1988) il ciclo del carbonio in
natura ¢ suddiviso in diversi comparti ambientali, con flussi
quali-quantitativi differenziati, fra i quali il terreno costituisce
una-riserva di primaria importanza (Fig. 1).

La sostanza organica, per esempio, & ritenuta a ragione uno dei
rattori essenziali per 1'innesco e lo sviluppo dei processi pedogene-
tici in qualsiasi condizione ambientale e tipo di roccia madre. Anche
quando prevalgono i fattori antropici il ruolo svolto dalla sostanza
organica € duplice: agronomico e pedologico. Nel primo caso come
essenziale fonte energetica per la biomassa che ha come risultato
finale anche un generale aumento di produttivita; nel secondo, meno
apprezzabile, come volano dei processi evolutivi del suolo stesso.

Tuttavia, pur riconoscendo alla sostanza organica un ruolo
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Figura 1. Importanza della sostanza organica del terreno per gli
equilibri ambientali. Le stime relative alle quantita di
carbonio e ai loro flussi fra i vari comparti ambientali
sono espresse in q/ha.

baricentrico all’interno dei complessi fenomeni biochimici che avven-
gono nel terreno, non & stato ancora possibile assegnarle il posto
che meriterebbe all’interno delle discipline agronomiche e pedologi-
che. La Soil Taxonomy per esempio, ritenuta la piu completa e rigoro-
sa classificazione dei suoli a livello mondiale, ne tiene conto solo
a livello diagnostico e puramente sotto 1’aspetto quantitativo. Que-
sta situazione € da imputarsi alla inadeguatezza degli strumenti,
analitici disponibili al momento, che non ne permettono una precisa
caratterizzaziocne.

I metodi classici di frazionamento della sostanza organica
estratta dal terreno portano alla separazione di entita che trovano
la loro ragione di essere solo nell’avere una diversa solubilita in
acidi, in alcali o magari perché precipitano in presenza di elettro-
liti. Gli stessi acidi umici (HA) e fulvici (FA), indicati da sempre
come i componenti principali delle sostanze umiche, derivano sempli-
cemente da una separazione per precipitazione degli HA in ambiente
acido (pH <2). Poco o nulla si conosce della loro struttura chimica
se non per grandi linee e per l’essere formati da una serie di specie
chimiche appartenenti alla proteine, lipidi, carboidrati, etc... e da
una certa frequenza di gruppi funzionali (-COOH, -OH fenolici, -OH
alcolici, -NH;).

Metodi di analisi spettrofotometrica nella regione dell’ultra-
violetto (UV) e del visibile sono stati proposti per addivenire ad




una migliore conoscenza delle diverse frazioni organiche estratte,
come ad esempio l'impiego del rapporto E,/Eg. Questo metodo fornisce
indicazioni poco precise e alquanto variabili sulla natura dei compo-
sti umici, poiché il risultato & fortemente influenzato, per esempio,
dal mezzo estraente, dalla diluizione e dal pH. Inoltre pud fornire
solo alcune indicazionj di scarso valore sulla natura delle componen—
ti umiche di orizzonti di "profili tipo" (es. B degli Spodosuoli, A,
degli Andosuoli o Mollisuoli), e nulla dice sulle matrici dei concimi
organici ed organo-minerali.

Metodi piu sofisticati come EPR (Electron Paramagnetic Reson-
ance) o NMR (Nuclear Magnetic Resonance) fino ad ora hanno dato solo
alcune informazioni di tipo qualitativo, anche se soprattutto que-
st'ultima tecnica fornisce risultati incoraggianti.

Nonostante lo sviluppo delle metodologie analitiche descritte
sia ancora poco soddisfacente, molte difficolta permangono addirittu-
ra a partire dall'analisi del carbonio. Oltre all’'analisi per combu-
stione, numerosi metodi analitici che prevedono 1'ossidazione del
carbonio a OO0, sono stati proposti per determinare il contenuto di
carbonio presente nel terreno e nelle diverse matrici organiche. 1
risultati ottenuti spesso sono poco reali e riproducibili se confron-
tati con quelli ottenuti con l'analisi elementare del campione (CHN
analyzer), a causa della parziale ossidazione delle componenti orga-
niche pid refrattarie. o per l'interferenza di altre sostanze (es.
cloruri, composti del manganese, urea). Il metodo per ossidazione
della sostanza organica con K,;Cr,0; che, alla luce dei risultati
ottenuti, appare piu idoneo per l’analisi del carbonio & quello pro-
posto da Springer-Klee (1954) e successivamente modificato da
Ciavatta et al. (1988 d). La metodica sembra per ora possa essere
ufficialmente rece-pita a livello legislativo per l'analisi degli
ammendanti, mentre si auspica che analoga decisione venga presa anche
per tutte le matrici organiche (concimi, fanghi, compost). Bisogna
tuttavia segnalare che 1'applicazione di questo metodo ¢
particolarmente delicata e modalita non corrette di esecuzione o
1'inosservanza di dettagli anche appa-rentemente banali, possono
condurre a gravi errori nei risultati.

Nella presente rassegna si prenderanno sinteticamente in esame
solo i metodi pild comuni per la determinazione quantitativa e quali-
tativa delle sostanze umificate del suolo; non sara fatto cenno
all’uso di tecniche delle quali verra riferito in relazioni specifi-
che.

DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DELLE SOSTANZE UMIFICATE

La determinazione del grado di umificazione della sostanza
organica ¢ importante non solo per il terreno, ma anche per i ferti-
lizzanti organici. Infatti la presenza o l'assenza di quantita note-
voli di sostanze umificate corrispondono a due differenti filosofie
di concimazione. Nel primo caso si intende somministrare al terreno
materiali gia stabilizzati con funzioni che si avvicinano e nel caso
ideale eguagliano tutte quelle attribuite alle sostanze umiche, 1ivi
incluse le attivita fisiologiche. Nel secondo caso si fornisce al
terreno carbonio, che pil o meno rapidamente a seconda del substrato,
¢ destinato a trasformarsi completamente in carbonio umificato ed
energia metabolica.




Un nuovo metodo di'determinazione del carbonio umificato, pro-
posto nel 1986 da Sequi et al., si basa sulla separazione delle fra-
zioni non umificate (NH) da quelle umificate (HA+FA) su polivinilpir-
rolidone solido (PVP). Tale resina, utilizzata da numerosi
ricercatori (es. Quarmby, 1968; Newton Clifford, 1974; Olsson e Sa-
muelson, 1974) per isolare i composti ricchi di polifenoli da estrat-
ti di diversa provenienza, si & dimostrata particolarmente efficace
per la separazione del carbonio realmente fulvico dalla frazione
solubile in ambiente acido ritenuta fino ad allora erroneamente ap-
partenere completamente agli FA. Lo schema cosi modificato di estra-
zione della sostanza organica proveniente da qualunque substrato &
illustrato in Fig. 2.

SUBSTRATO
l (estrazione)
ESTRATTO TOTALE (TEC)
l (acidificazione, pH<2)

FRAZIONE SOLUBILE FRAZIONE INSOLUBILE
PVP
!
(FA) (NH) HA

Figura 2. Estrazione e frazionamento della sostanza oyganica cbe
prevede il passaggio su PVP della frazione solubile in
acidi per ottenere gli FA.

Il metodo si presta assai bene per indagini sui terreni, sugli
ammendanti (Sequi et al., 1986; Petrussi et al., 1988), per alcuni
dei quali ¢é gia stato preso in considerazione dalla legislazione
italiana, ed anche per seguire 1'andamento .della maturazione di sin-
gole matrici organiche, come i fanghi (De Nobili et al., 1986) ed i
concimi a base di cuoio (Ciavatta et al., 1988 a) incubati in condi-
zioni standard, o addirittura dopo la somministrazione al terreno
(Ciavatta e Sequi, 1988).

Dall'applicazione del metodo si ricavano un indice (HI). un
grado (DH) e un tasso di umificazione (HR).

HI = NH/(HA + FA)
DH% = (HA + FA)/TEC - 100
HR% = (HA + FA)/TOC + 100

dove TEC rappresenta il carbonio estraibile totale e TOC quello tota-—
le della matrice.

L'indice di wumificazione fornisce valori sempre inferiori
all’unitd per materiali organici umificati (essi risultano prossimi a
zero per terreni, letame maturo, leonarditi), ma superiori anche di
molto a 1 per quelli non umificati (es. fanghi, compost non maturi,
concimi organici).

I1 metodo non appare idorieo tuttavia a fornire un valore asso-
luto del grado di umificazione delle singole matrici organiche, in
quanto soprattutto in alcuni casi si verificano interferenze da parte
di sostanze che si comportano come sostanze umiche pur non essendo




tali. Allo scopo di eliminare questi artefatti si & proceduto ad
eseguire una serie di idrolisi in ambiente acido e alcalino od in
presenza di ossidanti blandi. Nonostante per alcune matrici si ridu-
cesse notevolmente la formazione di artefatti, il metodo non appariva
ugualmente applicabile (Ciavatta et al., 1988-b) e conduceva alla
definizione di un indice, un grado e un tasso di umificazione appa-
renti. :
E’' da tempo in corso la messa a punto di un’idrolisi enzimatica
preliminare all'applicazione del metodo. Il procedimento consiste
nell'attacco degli estratti organici con una serie di enzimi idroli-
tici in successione, 1'ultimo dei quali & una proteasi aspecifica, ed
ha fornito risultati molto promettenti per la quasi totalita delle
matrici organiche (Ciavatta et al., 1988 c). Solo un numero molto
limitato di matrici conserva sostanze di tipo pseudoumico, dopo 1'i-
drolisi enzimatica, che causano ancora leggere interferenze nell’ap-
plicazione del metodo. Tali interferenze tuttavia possono essere
ridotte con un'idrolisi chimica in successione a quella enzimatica.
Sembra tuttavia piu pratica 1'applicazione della
isoelettrofocalizzazione analitica (IEF) che consente di mettere in
evidenza 1'esatta natura delle sostanze di tipo pseudoumico (Fig. 3).

SUBSTRATO
(estrazione) - IEF

iDROLISI DELL’ESTR?TTO
FRAZ. UMiFICATA NH
IEF

Figura 3. Applicazione dell’IEF successivamente all'estrazione
della sostanza organica e sulla frazione umificata dopo
idrolisi.

Questa tecnica elettroforetica, applicata da decenni in campo
medico e biologico, solo di recente é stata applicata con successo su
matrici organiche provenienti da terreni, fanghi (De Nobili et al.
1986) e compost (Petrussi et al. 1988). Si tratta di un approccio
nuovo nella caratterizzazione qualitativa e quantitativa della so-
stanza organica che ha gia fornito risultati notevoli proprio sotto
il primo aspetto. Con 1’IEF si riesce infatti a separare nettamente i
diversi composti organici. Le sostanze umiche vengono fatte "focaliz-
zare” su di un gel di poliacrilammide, nel quale era stato creato un
gradiente uniforme di pH (es. pH 3-10), in funzione del loro specifi-
co punto isoelettrico, originando una serie di bande caratteristiche,
con un potere risolutivo che si aggira intorno a 0,02 unita di pH.
Gli HA sono disposti solitamente nella parte iniziale del profilo
perché dotati di minore carica e maggiore peso molecolare, mentre si
riscontra la situazione opposta per gli FA. Ponendo a confronto i
profili ottenuti da matrici umificate (es. terreni, letame maturo,
torba umificata) con quelle presunte tali, si verifica
quali-quantitativamente la presenza di sostanze umiche. Il metodo
risulta particolarmente efficace per seguire l'andamento nel tempo
dei processi di maturazione di qualsiasi componente organica.
Utilizzando poi strumenti ottici ad alta risoluzione come 1
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densitometri laser, & possibile ottenere una scansione molto fedele
delle diverse bande focalizzate e la loro ponderazione assoluta €
relativa.

L'IEF pud essere utilizzata anche nell'analisi preparativa per
la separazione di composti organici sui quali si voglia successivamen
te indagare con altre tecniche (es. NMR).

Questa stessa tecnica appare promettente anche per identificare
la natura delle matrici presenti in una miscela di concimi organici o
in un concime organo-minerale.

' I recenti risultati ottenuti con 1'impiego di questi nuovi
approcci metodologici indicano che occorre intraprendere nuove vie di
ricerca sulla sostanza organica del suolo e di tutte quelle matrici
che la contengono (concimi, fanghi, compost). Cid non significa ne-
cessariamente che le recenti metodologie debbano infirmare quelle
correntemente in uso, ma semplicemente che queste ultime servono come
valido supporto per una efficace applicazione delle nuove.
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DEL SUOLO
Paolo Nannipieri
Dipartimento di Agrobiologia ed Agrochimica
Via S.C. De Lellis 01100 Viterbo

RIASSUNTO

In questa rassegna vengono discussi gli approcci ed i
metodi impiegati per determinare la quantita' di azoto
che il suolo mette a disposizione della pianta, il
cosiddetto azoto disponibile. Alcuni metodi si basano
sull'impiego di soluzioni estraenti (metodi chimici),
altri metodi prevedono 1'incubazione di campioni di

terreno in condizioni sperimentali controllate e
determinazione dell'azoto inorganico prodotto. La
variabilita' degli approcci e delle metodiche e'

l'espressione di una scarsa conoscenza delle complesse
interazioni tra le componenti biotiche ed abiotiche che
sono alla base dei processi di mineralizzazione e di
immobilizzazione dell'azoto

SUMMARY

Various methods are currently used to determine the
available N in soil that is the N present in the root
zone in a chemical form readily adsorbed by plants.
Laboratory indices of soil N availability that have been
proposed can been readily subdivided into biological and
chemical tests. Biological methods involve short-term
incubation under aerobic and anaerobic conditions while
the chemical methods are based on the extraction of total
N or inorganic N by saline or. acidic solutions. The
present variability in the methodology is the expression
of the limited knowledge concerning the complex
interactions, among biotic and abiotic components, which
play an important role in the N mineralizationm and
immobilization processes.

1. INTRODUZIONE

La determinazione della quantita' di azoto che il
suolo mette a dispozione della coltura durante la
stagione di crescita, il cosiddetto azoto disponibile, e'
necessaria perche' tale valore viene wutilizzato per
calcolare la giusta qauntita' di fertilizzante azotato da
applicare evitando in tal modo inutili sprechi. L'azoto
disponibile e' rappresentato da quelle forme prontamente
assorbite dalla pianta (Scharsbrook, 1965). E' noto che
le forme organiche sono nettamente prevalenti su quelle
inorganiche che vengono assorbite dalla pianta; forme
azotate di tipo organico di dimensioni molecolari piccole
(ad esempio, urea) possono essere assorbite dalle piante




(0 Toole e Morgan, 1988) ma gli aspetti qualitativi e

quantitativi del fenomeno sono poco chiari. In molti
terreni agrari la forma nitrica prevale quantitativamente
rispetto a quella ammoniacale e viene assorbita
preferenzialmente, anche perche' i cationi NH, ~vengono
trattenuti tenacemente dai colloidi caricati

negativamente (Haynes, 1986); nei terreni acidi, cioe' in
condizioni sperimentali dove la nitrificazione e' ridotta
e dove alcuni colloidi si caricano negativamente, e'
ovvio che 1la forma assorbita e' quella ammoniacale;
specie vegetali provenienti da suoli acidi preferiscono
la forma ammoniacale rispetto a quella nitrica (Haynes,
1986).

I terreni contengono una quantita' di azoto che varia
dallo 0.08 allo 0.4%7Z del peso totale e se si considera
che il coefficiente di mineralizzazione medio e' pari al
32 la quantita' di azoto inorganico prodotta puo'
oscillare da 8 a 120 Kg di N per ha e raggiungere cosi',
per i valori piu' elevati, una quantita' ¢he equivale ad
una discreta fertilizzazione (Keeney, 1982). E' chiaro
che si tratta di valori indicativi, ma occorre una certa
cautela nell'estrapolare questi calcoli alla realta' di
campo poiche' la mineralizzazione dell'azoto dipende da
diversi fattori quali il tipo di intervento agronomico,
il fabbisogno in azoto delle colture, le condizioni
climatiche, etc (Keeney, 1982). Alcune di queste
variabili (condizioni <climatiche) non ©possono essere
predette in anticipo mentre per altre, quali il tipo di
intervento agronomico, e' difficile assegnare loro un
effetto quantitativo; per questo motivo le quantita' di
fertilizzante consigliate ricavate dalla valutazione dei
valori di azoto disponibile, ottenuti da determinazioni
di laboratorio possono risultare imprecise. Nonostante
questi problemi la determinazione deéll'azoto disponibile
in laboratorio rappresenta uno tra gli argomenti piu'
interessanti e dibattuti di tutta la problematica
riguardante le metodiche chimiche utilizzate per
determinare lo stato nutritivo del terreno.

2.DETERMINAZIONE DELLA QUANTITA' DI AZOTO DISPONIBILE PER
LA PIANTA DURANTE LA STAGIONE DI CRESCITA

La quantita' di azoto disponibile per 1la pianta
durante la stagione di crescita puo' essere calcolata
direttamente dalla quantita' di azoto nitrico presente
nella zona di terreno interessata dallo sviluppo radicale
della coltura. Tuttavia, le condizioni climatiche devono
essere tali da impedire il dilavamento ed i processi
dissimilatori a carico dei nitrati; per questo motivo
tale determinazione viene suggerita per gli stati a clima
arido degli Stati Uniti (Keeney, 1982). I fattori critici
per quanto riguarda questa determinazione non sono quelli
di tipo analitico ma sono rappresentati dal periodo e
dalla profondita'del campionamento, e dal numero di
campioni da ©prelevare 1in modo da avere wuna stima
sufficientemente attendibile della quantita' di nitrati




presente in situ (Keeney, 1982). Viene in genere
suggerito di effettuare il campionamento prima della
semina (Ward, 1971). Per quanto riguarda la profondita',
al fine di limitare il numero dei campioni e quindi i
costi dell'analisi, si suggerisce di evitare i
campionamenti piu' profondi. Ad esempio, nel caso di una
coltura le cui radici possono interessare una profondita'
del terreno di 180 cm si consiglia di campionare sino a
60 o 90 cm e si assume che la quantita' di nitrato cosi'
determinata rappresenti, rispettivamente, il 60 ed il 707
del totale presente nell'intera zona radicale (Keeney,

1982). Tuttavia, la variabilita' spaziale dei nitrati
rappresenta il problema piu' critico; si e' osservato che
almeno 82 campioni di suolo per un campo di dimensioni
medie devono essere prelevati ed analizzati per ottenere
un valore medio compreso in un intorno di ¥15% del valore
della media geometrica (Reuss et al, 1977); se il numero
dei campioni prelevati scende a 20 il range in cui si
collochera' il valore medio ottenuto sara' compreso tra
%26% della media geometrica; e' chiaro che per limitare i
costi delle analisi ed avere dall'altra parte dei valori
attendibili occorre fare una scelta non facile sul numero
dei campioni da prelevare.

In genere per determinare la quantita' di azoto che un
suolo puo' mettere a disposizione della coltura durante
la stagionme di crescita' si ricorre a metodi analitici
che si basano sull'estrazione delle forme di azoto
disponibili con opportune soluzioni (metodi <chimici)
oppure si ricorre ad incubazioni di campioni di suolo in

condizioni sperimentali controllate seguite dalla
determinazione della quantita' di azoto inorganico
prodotta (metodi biologici). In queste condizioni si
determina il <cosidetto '"azoto disponibile'". Occorre

precisare che perfino nell'ambito del Soil Survey degli
Stati Uniti non esiste un atteggiamento univoco su come
determinare la quantita' di azoto disponibile per 1la
pianta durante la stagione di crescita. Nella tabella |
viene riportata la situazione al 1978 negli Stati Uniti;
un numero abbastanza considerevole di stati (I13), in
genere quelli occidentali caratterizzati da un clima
arido, ha adottato la determinazione della quantita' di
nitrato presente nella zona radicale interessata dalla
coltura (Keeney, 1982). Solo in uno stato viene
consigliato di determinare anche la quantita' di azoto
potenzialmente mineralizzabile adottando wun metodo di
tipo biologico. Un solo stato (Idaho) consigliava di
impiegare esclusivamente un metodo basato sulla
incubazione del suolo, cioe' un metodo biologico, mentre
solamente nello stato del Mississipi veniva adottato un
metodo chimico. In molti stati veniva consigliato di
determinare il contenuto di sostanza organica del suolo
al fine di stimare indirettamente la quantita' netta di
azoto mineralizzata durante la stagione di cerscita.
2a. Metodi Chimici e Metodi Biologici

I metodi che si basano sulla estrazione con particolari
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soluzioni estraenti e la successiva determinazione della
quantita' di azoto estratta sono definiti "metodi
chimici". I metodi di tipo biologico sono basati sulla
incubazione 1in laboratorio di campioni di suolo; 1in
questo modo si tenta di simulare, in condizioni
sperimentali controllate, i processi di immobilizzazione
e di mineralizzazione 1 quali giocano un ruolo molto
importante nel definire la quantita' di azoto inorganico
disponibile per la pianta; e' infatti dalla differenza
tra le velocita' dei due ©processi che dipende 1la
mineralizzazione netta. Sia i metodi chimici che quelli
di tipo biologico presentano i limiti di tutti metodi
effettuati in laboratorio che sono basati sul
pretrattamento del campione prima dell'analisi; inoltre
l'attendibilita' dei metodi chimici e biologici viene
verificata attraverso la correlazione con dati ricavati
da esperimenti di serra, i quali pur essendo
relativamente poco costosi e di rapida attuazione hanno
una validita' limitata per le numerose differenze che
esistono rispetto alla situazione di pieno campo (Hanway,
1973). Un altro aspetto critico e' rappresentato dalla
estrema variabilita dei metodi oggi disponibili. Per
quanto riguarda i metodi di tipo chimico la variabilita'
metodologica riguarda il tipo di soluzione estraente, le
condizioni sperimentali seguite durante l'estrazione, la
durata dell'estrazione e il tipo di composto determinato
dopo l'estrazione (Tabella 2). Tale variabilita' non e'
solo l'espressione della difficolta' ad operare su un
ambiente oggettivamente difficile quale i1 suolo, ma
riflette anche una mancanza da parte degli scienziati del
suolo a esaminare in modo critico l'approccio seguito e a
confrontare i propri dati con quelli ottenuti con altri
metodi; alla base di questo comportamento c'e' spesso
l'urgenza di rispondere a questioni di tipo applicativo.
Occorre sottolineare che e' piuttosto improbabile che una
soluzione abbia la capacita' di estrarre quella frazione
di azoto che e' potenzialmente mineralizzabile, cioe' si
possa determinare con un approccio chimico quello che
succede in situ, che e' il risultato di complesse

interazioni tra le popolazioni microbiche e tra queste e

le varie forme di azoto presenti nel suolo. La maggior
parte dei metodi chimici attualmente disponibile e' stata

pubblicata negli anni cinquanta e cio' riflette 1la
tendenza della ricerca sulla fertilita' del suolo emersa
in quel ©periodo <che e' stata <caratterizzata dalla

prevalenza dell'approccio tipicamente chimico.

I dati ottenuti con alcuni dei metodi chimici sono
correlabili con la quantita' di azoto inorganico
assorbito dalla pianta e con la quantita' di azoto
disponibile determinata con i metodi biologici (Keeney,
1982). Un confronto piuttosto ampio wutilizzando wvari
metodi di tipo chimico e' stato effettuato da Fox e
Piekielek (1978). La quantita' di azoto mineralizzabile
calcolabile dal contenuto di sostanza organica del
terreno, la quantita' di azoto nitrico presente nel
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terreno, la quantita' di azoto estraibile <con una
soluzione di H,S0, o quella estraibile con una soluzione
di KCl non erano correlate in modo significativo con la
quantita' di azoto disponibile per il- mais in alcuni
suoli della Pennsylvania. La quantita’ di azoto
ammoniacale rilasciata dopo una incubazione in autoclave
e la quantita' di azoto totale del suolo erano correlate
in modo significativo al 5% mentre la quantita' di azoto
estraibile con una soluzione di CaCl, o con una di NaHCO
erano correlate all'l%. Tuttavia “a causa del tempd
richiesto per effettuare le determinazioni e del 1loro
costo gli autori non consigliavano 1'uso dei due metodi
migliori come analisi di routine., Un metodo viene
giudicato idoneo per le analisi di laboratorio non solo
quando esso e' accurato ma anche quando e' poco costoso e
non richiede un lungo tempo per essere completato.
Recentemente e' stato ideato un metodo chimico-fisico
per la determinazione della quantita' di azoto
potenzialmente mineralizzabile del terreno; questo metodo
si basa sul fatto che 1le forme di azoto organico
mineralizzabili dai microorganismi sono facilmente
solubilizzate da una soluzione acquosa ed essendo
caricate migrano in un campo elettrico all'anodo od al

catodo (Nemeth et al, 1988). Mediante la ultrafiltrazione

posstLIe thermlnare le _quantita' di diversi cationi
(K ca*™ , NO_., , PO , ect,) present1 in forma
scamblablle nel térreno e percio' in una forma

disponibile per la pianta. Nel caso delle forme azotate
raccolte ai due elettrodi si e' accertato che la quantita
totale e inversamente proporzionale alla dose di
fertilizzante azotato da aggiungere ©per ottenere la
massima resa. Inoltre si e' osservato che le applicazioni
di fertilizzante azotato non portano ad un miglioramento
della resa della barbabietola da zucchero nei terreni
caratterizzati da una quantita' di azoto raccolta durante
la ultrafiltraziorne superiore a 50~60 mg per Kg (Nemeth,

et al 1988). Occorre una certa cautela nella
interpretazione dei risultati ottenuti mediante la
elettroultrafiltrazione ©poiche'’ lo ione ammoniacale
acquista un elettrone al catodo e viene trasformato in

NH cioe' nella forma gassosa che viene rilasciata
ne?l 'atmosfera con conseguente perdita di azoto. Si e'
accertato inoltre che alcuni amminoacidi subiscono delle
trasformazioni quando vengono in contatto con gli
elettrodi e non possono essere determinati. Le perdite di
azoto sopra descritte sono limitate e non spiegano i
valori bassi ottenuti con la elettroultrafiltrazione; la
quantita' di azoto potenzialmente mineralizzabile
determinata con questo metodo oscilla dallo 0,37 all'lZ
del totale nei terreni agrari, un range di valori piu'
basso di quello ottenuto con altri metodi. L'analisi
delle forme organiche raccolte agli elettrodi durante 1la
elettroultrafiltrazione ha messo in evidenza che 1la
quantita' di azoto amminoacidico 1libero e' pari nei
terreni coltivati al 6-87 del totale; una quantita' pari
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al 23-257 del totale organico viene rilasciata come azoto
amminoacidico dopo la 1idrolisi acida (Nemeth et al,
1988); valori differenti sono stati osservati analizzando
i terreni forestali.

I metodi che si basano sulla incubazione in laboratorio
e la successiva determinazione della quantita' di azoto
inorganico prodotto (metodi biologici) hanno avuto un
grande sviluppo negli anni settanta; si ritiene che
questo approccio simuli in modo piu' attinente alla
realta' la capacita' del terreno a mettere a dispozione
della pinta le forme di azoto. Anche in questo caso,
tuttavia, la wvariabilita' dei metodi proposti e'
piuttosto ampia e valgono le stesse considerazioni fatte
per i metodi chimici- (Tabella 3). I metodi biologici si
distinguono in due grandi gruppi: quelli la cui
incubazione viene effettuata in condizioni aerobiche e
quelli in cui il terreno viene incubato in assenza di
ossigeno. In alcuni metodi il protocollo sperimentale
prevede un dilavamento periodico con opportune soluzioni
al fine di rimuovere le forme inorganiche e simulare

cosi' 1'azione assorbente della pianta (Keeney, 1982).
Quando vengono impiegate soluzioni di CaCl, e KCl 1 o
0,IM si puo' avere una stimolazionme del “processo di

mineralizzazione; tale effetto non viene osservato gquando
vengono impiegate soluzioni piu' diluite (Singh et al,
1969). E' stato proposto l'uso di soluzioni nutritive nei
metodi di tipo aerobico, il cui protocollo sperimentale
prevede un dilavamento periodico del terreno con
soluzioni saline (Stanford et al, 1965); tuttavia, gli
effetti derivati dall'impiego di tali soluzioni non sono
stati valutati in modo adeguato (Keeney, 1982).

Un altro problema relativo al dilavamento periodico del
terreno con soluzioni e' dato dalla.estrazione di forme
organiche solubili che fanno parte del pool di azoto
organico mineralizzabile; questa quantita' solubilizzata
puo' ammontare al 10-207 dell'azoto inorganico dilavato
(Bonde e Rosswall, 1987).

Il rapporto tra la soluzione estraente ed il terreno
varia da 3.75 a 5.7 a secondo dei metodi  proposti
(Tabella 3); tuttavia, nel caso di terreni compatti e

caratterizzati da una alta capacita' di scambio
cationico, si ritiene che sia difficile estrarre in modo
completo lo ione ammoniacale. Anche nel <caso della

suzione da applicare al terreno per rimuovere la
soluzione estraente occorre una certa attenzione al fine
di evitare da una parte la presenza di zone con umidita'
eccessiva, con conseguente formazione di siti anaerobici,
e dall'altra una decrescita dell'umidita' al di sotto dei
valori ottimali per l'attivita' microbica (Keeney, 1982).
Infine perdite di umidita' possono verificarsi durante
la incubazione; per evitare questo inconveniente si
suggerisce di ricoprire 1l contenitore contenente il
terreno con materiale che possa permettere gli scambi
gassosi con l'atmosfera.

Secondo alcuni e' preferibile lasciare il terreno per
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7-10 giorni a temperatura ambiente prima di determinare
la quantita' di azoto disponibile; questa 1incubazione
preliminare consente di evitare che eventuali
perturbazioni riguardanti il metabolismo del terreno
possano ripercuotersi sulla determinazione dell'azoto
disponibile. Anche nel caso delle determinazioni della
biomassa microbica con il metodo della fumigazione ed
incubazione si consiglia di preincubare per almeno 10
giorni a 4 C i1 terreno subito dopo il prelievo
(Jenkinson e Ladd, 1981); il periodo di tempo consigliato
e' sufficientemente lungo da consentire il ritorno dei
valori di respirazione (produzione di COZ) e di
mineralizzazione (ad esempio, produzione di NH, ) a
quelli preesistenti il prelievo del terreno.

I metodi che si basano su una incubazione di tipo
anaerobico presentano diversi vantaggi su quelli di tipo
aerobico (Keeney, 1982); ad esempio, e' possibile
determinare la quantita' di azoto disponibile eseguendo
una sola determinazione, quella relativa all'ammoniaca
prodotta, riducendo cosi' non solo il tempo ma anche il
costo delle analisi; altri vantaggi dei metodi di tipo
anaerobico sono rappresentati dal fatto di evitare il
dilavamento periodico del campione, dalla possibilita' di
aumentare la temperatura durante 1l'incubazione, cosi' da

incrementare la velocita' del processo, e dalla
possibilita' di evitare i problemi relativi al
mantenimento del 1livello di umidita' ottimale per il

metabolismo microbico di tipo aerobico. Si e' suggerito

percio', nell'ultimo volume "Methods of Soil Analysis",
come metodo di tipo biologico da usare per determinare
l'azoto disponibile del terreno, quello basato su una
incubazione di tipo anaerobico (Keeney,1982). Come metodo
di tipo chimico si e' suggerito di usare quello che si
basa sulla determinazione della quantita' di ammoniaca
rilasciata quando il terreno viene incubato con wuna
soluzione di CaCl, in autoclave a 120°C.
2b. Metodi Matema%ici

E'ovvio che la quantita’ di azoto determinata con i
metodi di laboratorio rappresenta un valore potenziale;
ad esempio, anche nel caso della determinazione con un
metodo biologico, che simula il processo in situ, 1l
valore ottenuto e' il risultato di una incubazione
condotta in condizioni controllate di temperatura e
umidita' e percio' non puo' corrispondere alla quantita'
mineralizzata in campo, dove le condizioni climatiche non
sono costanti e dove il tipo di coltura ed il tipo di
intervento agronomico influenzano in modo marcato il
processo di mineralizzazione dell'azoto. La
rappresentazione matematica del processo puo' prendere in
considerazione gli effetti delle diverse variabili sulla
velocita' del processo stesso e costituisce l'approccio
piu' idoneo per simulare il processo in condizioni di
campo. I modelli proposti per descrivere il processo di
mineralizzazione in situ sono numerosi e differiscono tra
loro per i pools considerati e per le variabili ritenute




& 16 =

piu' importanti nell'influenzare la velocita' del
processo (Goh e Haynes, 1986). Un aspetto critico
dell'approccio basato sui modelli matematici e' quello
dovuto al fatto che per descrivere l'effetto delle
variabili climatiche si wutilizzano in genere dati di
laboratorio ottenuti esaminando ogni singola variabile
in modo separato. Recentemente, al fine di ovviare a
questo inconveniente, si e esaminato l'effetto
simultaneo di due variabili, 1'umidita' e la temperatura,
sul processo di mineralizzazione dell'azoto organico nel
terreno (Kladivko e Keeney, 1982); con una opportuna
trattazione matematica si e' accertato che la velocita'
del processo di mineralizzazione e' linearmente correlata
con il tenore di umidita' ma non si e' osservata nessuna
interazione tra umidita' e temperatura.

Si ritiene che la quantita' netta di azoto
mineralizzata durante la stagione di crescita, che come
valore medio e' uguale a circa il 3-4% della quantita' di
azoto organico presente nel terreno, sia inferiore a
quella potenzialmente mineralizzabile; in altre parole il
"pool attivo" dell'azoto organico e' superiore al 3-47;
diversi modelli che cercano di interpretare il
comportamento dell'azoto nel sistema terreno-pianta,
considerano 1'azoto organico .composto da due pools
(quello attivo e quello passivo) caratterizzati da una
diversa resistenza alla degradazione microbica. E' ovvio
che anche questa descrizione rappresenta una
semplificazione poiche' &e' ragionevole supporre che
esistono delle situazioni intermedie tra forme
prontamente disponibili e forme recalcitranti; alcuni
modelli piu' sofisticati considerano uno o due pools
intermedi rispetto a quelli gia' sopra citati. Al fine di
ottenere una descrizione dei fenomeni piu' attinente alla

realta' 1la sostanza organica e' stata suddivisa, in
alcuni modelli, in quattro pools: biomassa attiva,
biomassa non attiva, forme organiche che vengono

lentamente mineralizzate e forme del tutto resistenti
(Paul e Juma, 1981; van Veen e Frissel, 1981; Parton et
al., 1983). L'aspetto critico di questi modelli consiste
nel fatto che oggi non esistono metodi con i quali si
possa determinare questi pools ed e' percio' impossibile
verificare 1'attendibilita' di questi modelli (Bonde e
Rosswall, 1987).

La quantita' di azoto potenzialmente mineralizzabile
puo' essere calcolata dalla equazione di Stanford e Smith
(1972), secondo la quale il processo di mineralizzazione
dell'azoto segue una cinetica del primo ordine; in bbase
a questa equazione il processo di mineralizzazione puo'
essere cosi' descritto:

lg(No-Nm)=1gNo-kt/2.303
dove No rappresenta la quantita' di azoto potenzialmente
mineralizzabile, Nm la quantita' di azoto mineralizzata
al tempo t e k e' una costante che risulto' essere
uguale, ng% terreni studiati da Stanford e Smith, a 0.054
settimane . Analizzando 39 terreni, caratterizzati da
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proprieta' differenti, 11 valore medio di No risulto'
pari al 18.47 del contenuto di azoto totale. La quantita'
di azoto potenzialmente mineralizzabile si ricava dal
calcolo della espressione sopra menzionata, utilizzando i
valori di Nm ottenuti dalla incubazione aerobica del
terreno, misto con sabbia, in condizioni controllate di
temperatura e di umidita'; il terreno deve essere
periodicamente dilavato con una soluzione salina per
determinare la quantita' di azoto inorganico prodotta.

COMPLESSITA' DEL FENOMENO: RELAZIONI TRA I DIVERSI
COMPONENTI BIOTICI

I1 ruolo della microfauna nel processo di
mineralizzazione dell'azoto organico ha ricevuto una
particolare attenzione nel corso degli ultimi anni. Uno

studio accurato delle interazioni tra le diverse
componenti della popolazione microbica deve prendere in
considerazione non solo le quantita' di elemento che
vengono utilizzate e secrete da una particolare

popolazione (ad esempio, quella batterica) ma anche 1la
dinamica delle popolazioni stesse. Uno studio di questo
tipo e' stato condotto nell'ambito del "Swedish Ecology
Arable Lands Programme". Si e' accertato che la fauna
gioca un ruolo importante nella mineralizzazione netta
dell'azoto contribuendo, rispettivamente, al rilascio di
2] e di circa 26 Kg di N per ha in un prato di erba
medica ed in uno di Festuca; la quantita' rilasciata in
un terreno coltivato a mais e' risultata inferiore
(Rosswall e Paustian, 1984). Tuttavia, se si considera il
contributo della microfauna alla mineralizzazione netta
il valore ottenuto nel terreno coltivato a mais e' uguale

al 307%Z. E' necessario osservare che quando si parla del

contributo quantitativo della microfauna alla
mineralizzazione dell' azoto non significa che tale
apporto sia interamente a disposizione della pianta
poiche' altri componenti biotici possono wutilizzarlo
(Anderson, 1988).

Lo sviluppo dell'apparato radicale puo'’ essere

influenzato dalla disponibilita' delle forme di azoto nel
suolo; quando tale disponibilita' diminuisce si verifica
nella pianta arboree un aumento della biomassa radicale;
le radici derivate presentano piu' ramificazioni cosi' da
esplorare un volume di suolo maggiore (McClaugherty et

al, 1982). Nel <caso della prevalenza di uno ione
"mobile", quale il nityato, la densita' radicale puo'
essere bassa ("] per cm”) mgntre valori di densita' piu'

elevati (fino a 100 per cm®) sono osservati in terreni
caratterizzati dalla presenza di concentrazioni elevate
di ammoniaca (Baldwin, 1975; Nye e Tinker 1977).

E' stata di recente ipotizzata, al fine di
interpretare i risultati di un esperimento di laboratorio
basato sulla crescita di piantine di grano in terreno
sterile inoculato con batteri e/o protozoi, una serie di
interazioni che si verificano tra le componenti biotiche
ed abiotiche nella rizosfera delle piantine (Clarholm,




1985) ; il protocollo sperimentale prevedeva diversi
trattamenti, 1 quali includevano, tra l'altro, 1l'aggiunta
di glucosio e/o di solfato ammonico e la presenza di
controlli costituiti da solo terreno e da terreno con
piantine senza 1'inoculo dei microrganismi. Si e
ipotizzato <che 1le piantine rilasciano gli essudati
radicali e quindi substrati per la crescita batterica,
nella zona situata a ridosso della parte apicale della
radice; poiche' tali composti sono caratterizzati da un
basso contenuto di azoto la biomassa batterica e
costretta a mineralizzare ed utilizzare le forme di azoto
organico del terreno per sostenere la propria crescitaj;in
conseguenza dell'aumento della biomassa batterica si
verifica la crescita dei protozoi <che wutilizzano i
batteri; durante questo processo si ha la liberazione di
azoto inorganico che puo' essere assorbito dalla pianta.
Questa serie di eventi temporali interessa diverse parti
della radice; con il procedere dell'allungamento radicale
nuove 2zone di terreno vengono interessate dal fenomeno
per cui la mineralizzazione delle forme di azoto organico
non interessa mai la stessa area di suolo.

4. CONCLUSIONI

Le complesse interazioni biotiche che sono alla base
dei processi di mineralizzazione e di immobilizzazione
dell'azoto e 1le 1interazioni tra le popolazioni e le
diverse forme di azoto organico del terreno sono in gran
parte ancora da capire, per cui e' difficile trovare dei
metodi di laboratorio che possano quantificare, in modo
accurato, la mineralizzazione netta dell'azoto e quindi
la stima dell'azoto disponibile per le pianta. Gli
approcci oggi seguiti per aumentare le conoscenze del
problema sono essenzialmente due; da una parte si cerca
di definire e stimare altri pools, oltre all'azoto
organico ed a quello inorganico; si e' cosi' trovato un
metodo attendibile (quello della fumigazione con CHCl, e
della successiva estrazione) per determinare il contenito
di azoto della biomassa microbica; ulteriori sviluppi in
questa direzione saranno costituiti dalla messa a punto
di metodi che possono stimare almeno due pools organici
caratterizzati da una diversa resistenza alla
degradazione microbica (pool attivo e pool passivo).

L'altro approccio e' quello costituito dagli
esperimenti del tipo di quelli condotti dalla Clarholm
(1985) dove si tenta di semplificare la situazione
esistente nel sistema terreno-pianta in modo da mettere
in evidenza le interazioni che esistono tra le diverse
componenti biotiche.

Tuttavia occorre anche una ricerca piu' incisiva che
possa chiarire la struttura chimica delle diverse forme
di azoto organico; come e' noto una gran parte delle
forme organiche dell'azoto (dal 30 al 50%7Z del totale)
presenti nel terreno ha una struttura che non e' ancora
definita. Per le forme organiche di cui si conosce 1la
struttura (ad esempio, proteine, peptidi, amminoacidi,
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ect.) si devono chiarire i meccanismi che le rendono
resistenti alla degradazione microbica e quindi al
rilascio dell' azoto inorganico.

Per quanto riguarda la possibile risposta alla domanda
sulla quantificazione precisa dell'azoto disponibile per
la pianta si devono, a mio parere, seguire i suggerimenti
relativi ai metodi di tipo <chimico e biologico da
utilizzare, riportati da Keeney (1982), considerando,
nella interpretazione dei risultati,i limiti di tali
metodi.
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