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Zusammenfassung — Summary

Es wurde eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung von Dicyandiamid in Bodenex-
trakten entwickelt, abgeleitet von der Diacetylreaklion zur Bestimmung von Kreatin,

Dicyandiamid ergibt mit 1-Naphtol und Diacety! einen roten Farbkomplex mit einem
Absorptionsmaximum zwischen 535 und 540 nm.

Die Nachweisgrenze liegt zwischen 0.1 und 0.3 ug DCD-N/100g Boden. Eine Beeinflus-
sung der Farbreaktion durch natiirliche, im Boden vorkommende Substanzen bzw. Metaboli-
ten des Dicyandiamids, war nicht festzustellen.

Nach Zusatz von 1, 5, 10 und 20 mg Dicyandiamid-N zu 100g verschiedener Béden und
anschlieBender wiBriger Extraktion wurde eine Recoveryquote von im Durchschnitt 95 %
ermitielt; die relative Standardabweichung betrug £ 1.60 %.

A colorimetric method for the determination of dicyandiamide in soils
A colorimetric method derived from the diacetyl reaction for the determination of creatine
has been developed for the determination of dicyandiamide in soil extracts.

Dicyandiamide reacts with 1-naphto! and diacetyl forming a red colour complex with
maximum absorption between 535 and 540 nm.

The detection mit ranges between 0.1 and 0.3 mg dicyanidiamide-N/100 g soil.

In soil extracts neither naturally occurring substances nor metabolites of dicyandiamide
influenced this colour reaction.

After addition of 1, 5, 10, 20 mg dicyandiamide-N to 100 g soil and immediate extraction by
water an average recovery rate of 95 % was found. The relative standard deviation amounted to
+ 1.60%.

Einleitung

Dicyandiamid (DCD), ¢in Nebenbestandteil des Kalkstickstoffs, entsteht durch
Dimerisierung aus zwei Molekiilen Cyanamid entweder wihrend des Granulie-
rungsprozesses von Perlkalkstickstoff (ca. 1-2% DCD-N) oder aber unter
bestimmten Umsetzungsbedingungen im Boden (Rathsack, 1967; Vilsmeier u.
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Amberger, 1978). Dem DCD kommt aufgrund seiner nitrifikationshemmenden
Wirkung in letzter Zeit vermehrte Aufmerksamkeit zu (Reddy, 1964; Rathsack,
1967; Prasad et al, 1971; Ambergeru. Gutser, 1978; Ambergeru. Vilsmeier, wird
an anderer Stelle verdffentlicht). Bisher fehlt jedoch eine zufriedenstellende
Methode zur exakten Feststellung von Dicyandiamid im Boden. Neben papier- und
diinnschichtchromatographischen Verfahren sind zwei weitere quantitative Metho-
den zur Erfassung von Dicyandiamid bekannt:

a} mit Nickelsulfat nach Uberfithrung in Guanylharnstoffsuifat und Messung bei
385 nm (SKW, 1974),

b) durch Messung im UV-Bereich bei 215 nm (Pawlik, 1960).

Erstere ist aur in einer Konzentration von > 100 ppm DCD erfolgversprechend,
was in den meisten Fillen eine vorherige Einengung der Losung notwendig macht.
Dabei entstehen ailerdings sehr oft mehr oder minder stark gefirbte Extrakte aus
Bdden, die eine DCD-Bestimmung unsicher bzw. teilweise sogar unméglich machen
aufgrand sehr starker eigener Extinktion bei dieser Wellenldnge.

Die Messung des DCD anfgrund seiner UV-Absorption bei 215 am ergibt zwar
eine sehr gute Aufldsung bis in den Bereich von 1 ppm DCD-N, sie wird jedoch
durch Nitrat und verschiedene organische Substanzen (z. B. Phenole, Huminsduren;
(Frémel, 1938)) stark beeinflut. In sandigen Béden mit geringen Humusgehalten
kdnnen aber gute Ergebnisse erzielt werden (Pawlik, 1960),

Bestimmung von Dicyandiamid in Boden

Ausgehend von der Diacetyireaktion zur Kreatinbestimmung (Bonas et al.,
1963} haben wir in umfangreichen Untersuchungen festgestellt, dzB 1-Naphtol und
Diacetyl mit DCD einen roten Farbkomplex bilden, der zur kolorimetrischen
Bestimmung gut geeignet ist. Sakaguchi (1925) und Fefgl (1966) berichten auch
iiber die Ausbildung eines Farbkompiexes von Dicyandiamid sowohl mit Diacety]
als auch mit 1-Naphtol. Wir haben diese Methode so umgestaltet und verfeinert, daf
eine optimale Farbentwicklung mit DCD erreicht werden kann.

a) Analysengang
Reagenticn;

wilrige 1-Naphtollsung; sie enthilt 0.08 molar 1-Naphtol, 1.8 molar NaOH, 1.2 molar
N2,CO; und 0,34 motar Athanol {absolut) und wird sofort nach der Herstellung zentrifugiert
(10 min, 15000 U/min).

wiillrige Diacetylosung (0.003 molar)

Standard: wiifirige Losung ven Dicyandiamid (20 pg DCD-N/1 mi)

Herstellung des Bodenauszuges:

100 g Boden + 200 m! Wasser, 1 hschistteln, zentrifugieren 20 min, bei 2000 G, filtrieren S + §
3591 1/2
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Farbentwicklung:

2 ml des Bodenauszuges, 2 m! des Stancards und 2 ml der Lésung ohne DCD (Blindwert)
werden mit je 1 m! 1-Naphtollosung und 0.5 ml Diacetylldsung gemischt und eine Stunde bei
20°C zur Farbentwicklung stehen gelassen; nach 30 Minuten wird noch einmal umgeschiittelt.
Der entstehende rote Farbkomplex wird zwischen 535 und 540 nmin 1 cm Kiivetten gemessen.
Zur Berechnung der Gehalte wird eine Eichkurve erstefit mit 2, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 pg
DCD-N/2 ml, die bis 30 pg DCD-N linear verliuft und bei 21.5 ug DCD-N eine Extinktion von
1.0 erreicht, Abb. 1 zeigt das Absorptionsspektrum des 1-Naphtol-Diacetyl-Dicyandiamid-
Farbkomplexes.

20 ug DCO-N/2m!, Tcm Schicht
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Abbildung 1: Absorptionsspekirum des 1-Naphthol-Diacetyl-Dicyandiamid-Farbkomplexes
Figure 1: Absorption spectrum of 1-naphthol-diacetyl-dicyandiamide colour complex

b) Ermittlung von Stéreinfliissen

Wir haben eine Vielzahl, tetls mit dem DCD verwandter Substanzen, auf
Interferenzwirkung untersucht wie Cyanamid, Guanylharnstoff, Harnstoff, Biuret,
Aminoguanidin, Cyanharnstoff, Ammelin, Melamin und keine Beeinflussung des
Farbkomplexes durch diese Substanzen gefunden.
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Uber ein natiirliches Vorkommen der auf das Diacetyl-Reagenz ansprechenden
Substanzen (Tab. 1) in Béden licgen unseres Wissens keine Angaben in der Literatur
vor. Dem Boden zugesetztes Dicyandiamid durchliuft die Stufe des Guanidins, das
zu Harnstoff abgebaut wird (Rathsack, 1954/55); somit besteht keine Gefahr einer
Guanidinakkumulation. In eigenen Versuchen (Amberger u. Vilsmefer, wird an
anderer Stelle verdffentlicht, Vilsmeier u. Amberger 1978) haben wir Guanidin
unter natiirlichen Temperaturverhdltnissen in keinem Fall diinnschichtchromato-
graphisch sicher nachweisen konnen. Der Abbau von Guanylharnstoff zu Guanidin
erfolgt langsamer als der von Guanidin zu Harnstoff; das hat zur Folge, dafi von dem
die Farbreaktion beeinflussenden Guanidin keine Stérung zu erwarten ist. Uber eine
mogliche Storung anderer Verbindungen, wie Biguanid und Guanidinoessigsdure
unter natiirlichen Bedingungen gibt es keine Hinweise. In beiden Fillen handelt es
sich im wesentlichen um aus Cyanamid bzw. Dicyandiamid synthetisch hergestellte
Produkte. ’

Tabelle 1: Interferenzen, Absorptionsmaxima und Farbintensitdt nach 1-Naphtol und
Diacetylreaktion mit verschiedenen Substanzen im Vergleich zu Dicyandiamid

Table 1: Interferences, absorption maxima and colour intensity after diacetyl reaction with
different substances compared with dicyandiamide

Substanz Interferenz Absorptionsmax, Extinktionv. 1.0ZugN
bei nm bei 540 nm

Dicyandiamid 538 21.5

Guanidin + 518 46.5

Biguanid + 585 32.2
Guanidino- + 517 35.8

essigsiure

Arginin + 515 47.6

Da bekanntiich auch freie Aminosduren in wilrigen Bodenextrakten auftreten,
haben wir folgende Aminosduren im Hinblick auf eine mégliche Beeinflussung der
Farbreaktion untersucht: Asparaginsiure, Threonin, Glutaminsaure, Glycin, Ala-
nin, Valin, Cystin, Methionin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Lysin, Arginin.

Nur Arginin hat eine positive Reaktion gezeigt (Extinktion 1.0 = 47.6ug N).

Literaturangaben zufolge liegen die Gehalte an freien Aminosduren zwischen 0.2
und 0.4 mg/100 g Boden (Paui u. Schmidt, 1961). Freie Aminosiuren sind also nur
in geringen Konzentrationen anzutreffen und konnen zudem mit Wasser nur zu
einem geringen Prozentsatz extrahiert werden (Stevenson, £1965). Somit ist eine
Beeinfiussung der Farbreaktion durch Arginin nahezu vétlig auszuschalten. Durch
die jeweilige Bestimmung der Blindwerte kdnnen zudem derartige vom Boden
stammende Interferenzen ausgeschaitet werden.
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¢) Dicyandiamid - Recovery

Zur Feststeliung der Wiederfindungsraten haben wir zu vier verschiedenen
Bdden (Tab. 2) steigende Mengen eciner Dicyandiamidldsung zugegeben und
anschlieSend mit entionisiertem Wasser extrahiert {Boden: Wasser = 1:2, Extrak-
tionszeit 1h).

Tabelle 2: Physikalische und chemische Eigenschaften der verwendeten Biden
Table 2: Physical and chemical characteristics of soils used in experiment

Boden Bodenart pH  Cal03; Ges.C  Ges. N Sand Schluff Ton
KCl (202000 u) (220 (<2m)

Mihifeld suL 62 0 11 012 54 27 19
Braunerde

Kaeithof s 63 o 08 041 7 22+ 7
Braunerde

Pettenbrunn

Pseudogley ul 5.2 0 1.2 0.13 10 65 25

Versuchsfeld 11

fiumoser Kalkgley sL 1.2 40 3.5 0.50 40 40 20

*=2-63p

Tabelle 3: Recovery Quote und Standardabweichung zu verschiedenen Boden zugesetzter
Dicyandiamidmengen (Mittelwert aus 5 Parallelen in % der zugegebenen Dicyandiamidmen-
g¢); Ansatz: 100g Boden + 1, 5, 10, 20 mg Dicyandiamid-N

Table 3: Recovery rate and standard deviation (s) of dicyandiamide added to different soils

mg Dicyandiamid-N zu 100 g Boden

Boden 1 ) 10 20
Miihlfeld % 93.0 98.6 99.4 97.2
Braunerde § + {.041 + 0.062 + (1,067 + 0.094
s (%) 4.41 1.26 0.67 0.48
Kreithof % 101.0 98,2 9836 96.5
Braunerde $ £ (0.032 0,092 + 0.004 +0.092
s (%) 3.17 1.87 0.58 0.48
Peitenbrunn % 90.0 88.6 93.3 89.7
Pseudogley § + 0.032 x 0.063 + 0,098 + 0.040
5 (%) 3.55 1.42 1.02 0.22
Versuchsfeld 11 Yo 91.0 92.8 96.1 98.8
humoser Kalkgley s £ £.024 +{.108 + 0.098 + 0,088

s (%) 2.64 2,32 1.02 0.45
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Die Versuche sind mit 5 Parallelen durchgefiihrt worden (Tab. 3). Dicyandiamid
ist aus dem Boden mit Wasser nahezu vollsténdig zu extrahieren; die Filtrate kdnnen
sowohl zur Papier- als auch Diinnschichtchromatographie verwendet werden. Die
zugesetzten Dicyandiamidmengen werden in allen 4 Bdden zu 89-101 % wiederge-
funden. Am geringsten ist die Extraktion aus dem Boden Pettenbrunn (& 90 %),
wohl aufgrund seines hohen Tonanteiles. Dagegen betragen die Recovery-Raten fiir
die Boden Miihifeld 97 %, Kreithof 97 %, Versuchsfeld I¥ 95 %. Die Standardab-
weichung liegt zwischen = 0.024 und + (.108, die relative Standardabweichung
betrigt + 1.60 % mit héchsten Werten in dem humosen Boden (Versuchsfeld II).
Trotzdem ist auch in diesem Boden (hoher Gehalt an organischer Substanz und
somit stark gefirbte Filtrate) die DCD-Bestimmung noch sehr gut.

Die Nachweisgrenze liegt nach unseren Erfahrungen je nach Firbung der Filtrate
zwischen 0.1 und 0.3 mg DCD-N/100g Boden.
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