2. Φυτοκομικές μέθοδοι ανάλυσης

2.1 Προετοιμασία και εκχύλιση φυτομάζας

Το φυτικό υλικό πλένεται με απιονισμένο νερό, τοποθετείται σε χάρτινες σακούλες σε φούρνο στους 70 0C μέχρι τη μη περαιτέρω απώλεια βάρους (τυπικά, για 2-3 μέρες), και κονιορτοποιείται σε μύλο άλεσης. Το κονιορτοποιημένο δείγμα, τοποθετείται σε πλαστικές σακούλες και αποθηκεύεται για τις εκχυλίσεις. Η διαδικασία της εκχύλισης με αποτέφρωση γίνεται για να μετρήσουμε (από το ίδιο εκχύλισμα) όλα τα μη πτητικά συστατικά (πτητικά είναι ο C και το Ν).

Διαδικασία αποτέφρωσης φυτικού ιστού

· Σκοπός: Η καταστροφή της οργανικής ουσίας των φυτικών ιστών ή άλλου βιολογικού δείγματος με καύση σε υψηλή θερμοκρασία.
· Αντιδραστήρια: HCl 20% v/v. Διαλύονται σε αποσταγμένο νερό 200 mL πυκνό HCl ανά 1000 mL τελικού διαλύματος.
· Καύση: Ζυγίζονται 0,5 g από τον κονιορτοποιημένο φυτικό ιστό και τοποθετούνται σε χωνευτήρια πορσελάνης για να καούν σε ηλεκτρικό φούρνο σε θερμοκρασία 500 0C για 4 ώρες. 
· Εκχύλιση: Όταν κρυώσουν οι κάψες αποτέφρωσης, παραλαμβάνεται η τέφρα του φυτικού ιστού με 20 mL 20% HCl και διηθείται από διηθητικό χαρτί σε ογκομετρικές φιάλες των 50 mL. Το εκχύλισμα αυτό θα χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση Ρ και ιχνοστοιχείων.
· Αραίωση: Κατόπιν τα εκχυλίσματα αραιώνονται κατά 100 φορές για τη μέτρηση των μακροστοιχείων (Ca, Mg), κατά 20 φορές για τη μέτρηση του K και Ρ, ενώ το «πυκνό» εκχύλισμα χρησιμοποιείται για τη μέτρηση των ιχνοστοιχείων όπως B, Mn, Fe, Cu και Zn.
2.2 Μέτρηση φωσφόρου στο φυτό 
Η μέτρηση γίνεται όπως στο εκχύλισμα του εδάφους, με την ανάπτυξη κυανού χρώματος. Χρησιμοποιούμε το αραιωμένο κατά 100 φορές εκχύλισμα. 
Ανάπτυξη χρώματος «άγνωστου» δείγματος

Σε ογκομετρικές φιάλες των 25 mL:

· Λαμβάνουμε 10 mL εκχυλίσματος αποτέφρωσης

· Προσθέτουμε 2,5 mL Αντιδραστηρίου Β (ασκορβικό οξύ)

· Ρυθμίζουμε το pH στην τιμή 7 με 11 mL 1 M NaOH
· Συμπληρώνουμε H2O έως τη χαραγή. 

Ανάπτυξη χρώματος «γνωστού» δείγματος (standard)

Σε ογκομετρικές φιάλες των 25 mL:

· Προστίθενται σε έξι διαφορετικές φιάλες 0, 0.5, 1, 2, 4, 5 mL διαλύματος 5 ppm P διαδοχικά στις 6 φιάλες. Έτσι δημιουργούνται πρότυπα διαλύματα με συγκέντρωση φωσφόρου 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 και 1.0 ppm (mg P L-1), αντίστοιχα.

· Προσθέτουμε 2,5 mL Αντιδραστηρίου Β (ασκορβικό οξύ)

· Ρυθμίζουμε το pH στην τιμή 7 με 11 mL 1 M NaOH. 

· Συμπληρώνουμε H2O έως τη χαραγή. 

Κατόπιν αφήνουμε 30 min για την ανάπτυξη χρώματος και μετρούμε το Ρ όπως φαίνεται παρακάτω. Με το Ρ που μετράμε στα «γνωστά» δείγματα (standard) κάνουμε την καμπύλη βαθμολόγησης, από όπου υπολογίζουμε τη συγκέντρωση του φωσφόρου στο εκχύλισμα (ppm ή mg L-1).

Ο φώσφορος υπολογίζεται από τον τύπο:

P (mg kg-1 φυτού) = A * (φορές αραίωσης εκχυλίσματος) * (mL ογκομετρικής φιάλης όπου αναπτύχθηκε χρώμα/mL εκχυλίσματος που τοποθετήσαμε στη φιάλη όπου αναπτύχθηκε χρώμα) * (mL ογκομετρικής φιάλης διήθησης/B). Όπου Α= ppm Ρ στο εκχύλισμα (αυτό που μετράμε στο φασματοφωτόμετρο) και Β = βάρος φυτού σε g για την αποτέφρωση. 

2.3 Ιχνοστοιχεία

Το παραπάνω εκχύλισμα μετριέται σε ατομική απορρόφηση για την περιεκτικότητά του σε ιχνοστοιχεία. Ο τελικός τύπος που χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό των ιχνοστοιχείων είναι:

Μ = Α * (mL ογκομετρικής φιάλης διήθησης/Β), όπου Μ είναι κατά περίπτωση το Ni, το Mn, ο Zn και ο Cu, Α= ppm μετάλλου στο εκχύλισμα (αυτό που μετράμε στην ατομική απορρόφηση) και Β = βάρος φυτού σε g για την αποτέφρωση.

Εδώ, Μ (mg kg-1 φυτού) = 100 * (A/B).

2.4 Ολικό άζωτο στο φυτό

Η μέτρηση ολικού αζώτου γίνεται με τη μέθοδο Kjeldahl, η οποία μπορεί να αναλυθεί σε τρία βασικά βήματα: (α) πέψη, (β) απόσταξη και (γ) ογκομέτρηση. 

Αντιδραστήρια και υλικά
Πέψη 

· Σωλήνες πέψης 500 mL

· Πυκνό H2SO4
· Tαμπλέτες Kjeltab σεληνίου. Οι ταμπλέτες σεληνίου περιέχουν 200 mg CuSO4 και 10 g K2SO4. 
· Tεμπλέτες antifoam, για αποφυγή έντονου αφρισμού των δειγμάτων στην πέψη.

Απόσταξη

· Κωνικές φιάλες 250 mL

· Βορικό οξύ 4%. Ζυγίζουμε 40 g Η3ΒΟ3 σε 1 L νερό.
· Διάλυμα alkali (καυστικό νάτριο). Ζυγίζουμε 400 g ΝαΟΗ σε 1 L H2O.

Ογκομέτρηση
· 0.1103 Ν (0.055 Μ) H2SO4. Αραιώνουμε 30 mL πυκνού H2SO4 σε 1000 mL H2O. Αυτό το διάλυμα έχει συγκέντρωση 1.103 Ν. Από αυτό κάνουμε 10 φορές αραίωση (πχ., αραιώνονται 100 mL διαλύματος 1.103 Ν σε 1000 mL ογκομετρική φιάλη) και λαμβάνουμε το διάλυμα 0.1103 Ν H2SO4.
· Μικτός δείκτης bromocresol green και methyl red. Παρασκευάζονται οι δείκτες bromocresol green και methyl red και αναμιγνύονται σε αναλογία 1:1. Παρασκευή Δείκτη Bromocresol Green: Διαλύονται 0,15 g Bromocresol Green σε 100 mL αιθανόλης 96% ν/ν. Προστίθενται σε σταγόνες ΝαΟΗ 0,1 Ν, περίπου 1,5 mL, μέχρις ότου το κόκκινο χρώμα μετατραπεί σε σκούρο κόκκινο. Η παραπάνω διάλυση γίνεται με ταυτόχρονη ανάδευση του συστήματος αυτού. Παρασκευή Δείκτη Methyl Red: Διαλύονται 0,1 g methyl red σε 100 mL αιθανόλης 96% ν/ν. 
Διαδικασία

Πέψη 

Ζυγίζονται 1 g δείγματος φυτού κονιορτοποιημένου (αντίστοιχα για έδαφος, ζυγίζονται 5 g υλικού, και για κοπριά 1-2 g υλικού) σε σωλήνα πέψης. Προστίθενται 20 mL πυκνό Η2SO4, 2 ταμπλέτες Kjeltab σεληνίου και 1 ταμπλέτα antifoam. Σε κάθε block πέψης πρέπει να υπάρχει και ένας σωλήνας «λευκού» προσδιορισμού. Το «λευκό» αποτελείται από 20 mL Η2SO4, 2 ταμπλέτες Kjeltab σεληνίου και 1 ταμπλέτα antifoam (δηλαδή περιέχει όλα τα άλλα εκτός από έδαφος ή φυτό). Στις στήλες προσαρμόζεται από επάνω το σύστημα συλλογής και υγροποίησης των αναθυμιάσεων, για τη λειτουργία του οποίου η βρύση του απαγωγού αερίων πρέπει να παραμένει ανοιχτή. Η πέψη γίνεται στο block πέψης του Εργαστηρίου στο Πρόγραμμα 1. Αλλιώς, η πέψη γίνεται στα εξής στάδια

· Προθέρμανση στους 150 0C για 15 min 
· Πέψη στους 290 0C για 10 λεπτά

· Πέψη στους 420 0C για 50 λεπτά (ή πιο σωστά, μέχρι να αποχρωματιστούν τα δείγματα, σύμφωνα πάντα με το «λευκό»). 
Στο τέλος της διαδικασίας πέψης, οι σωλήνες πέψης ανασηκώνονται από το block για να κρυώσουν ταχύτερα. 

Απόσταξη

Αφού κρυώσουν τα δείγματα γίνεται η απόσταξη στο σύστημα της αυτόματης απόσταξης. Για την απόσταξη ακολουθούμε τα βήματα που φαίνονται στο Παράρτημα Α5.

Ογκομέτρηση

Μετά το τέλος της απόσταξης, το περιεχόμενο της κωνικής φιάλης είναι διαφανές, και σε αυτό προστίθενται 5 σταγόνες μικτού δείκτη πράσινου bromocresol + κόκκινου methyl. To απόσταγμα με την προσθήκη του δείκτη γίνεται πράσινο. Ακολουθεί ογκομέτρηση με 0,1103 N (=0,0551 Μ) H2SO4, στο τέλος της οποίας το διάλυμα γίνεται ροζ. Η ίδια διαδικασία γίνεται και στα άγνωστα δείγματα και στο «λευκό». Η τιμή του «λευκού» (κοινή για όλη τη φουρνιά πέψης κάθε φορά) αφαιρείται από την τιμή της ογκομέτρησης του άγνωστου δείγματος.
Υπολογισμοί αποτελεσμάτων

Ο τύπος υπολογισμού του ολικού αζώτου είναι ο εξής:

Ν% = [1.401 * ΝA * (VA – VB)] / S 

όπου VA = ο όγκος του οξέος που καταναλώθηκε κατά την ογκομέτρηση του άγνωστου δείγματος, 

VB = ο όγκος του οξέος που καταναλώθηκε κατά την ογκομέτρηση του «λευκού» δείγματος, 

NΑ = η κανονικότητα του διαλύματος ογκομέτρησης (εδώ ίσο με 0,1103) 

S = το βάρος σε γραμμάρια του δείγματος που προστέθηκε στους σωλήνες πέψης.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: Επεξήγηση μεθόδων εκχύλισης
Α1. Φώσφορος

Τρόπος υπολογισμού αποτελεσμάτων

Υπολογισμός καμπύλης βαθμολόγησης φασματοφωτόμετρου

Για να υπολογίσουμε τη συγκέντρωση Ρ στο εκχύλισμα, θα πρέπει να πρώτα να κάνουμε την καμπύλη βαθμολόγησης. Δηλαδή να μετρήσουμε στο όργανο διαλύματα με γνωστές συγκεντρώσεις Ρ και να πάρουμε την ένδειξη του οργάνου για αυτές. Με βάση αυτήν την καμπύλη, υπολογίζουμε τη συγκέντρωση Ρ στο άγνωστο δείγμα από την ένδειξη οργάνου. Ακολουθεί ένα παράδειγμα υπολογισμού καμπύλης βαθμολόγησης:

Ένδειξη οργάνου
ppm Ρ 
(γνωστές συγκεντρώσεις από διαλύματα που ετοιμάσαμε εμείς)

0


0

0,075


0,1

0,148


0,2

0,338


0,4

0,532


0,8

0,805


1,2

· Πληκτρολογούμε τα δεδομένα σε ένα αρχείο EXCEL.

· Σκιαγραφούμε (επιλέγουμε) με το ποντίκι την περιοχή των κελιών όπου είναι τα δεδομένα.

· Πατάμε τον «Οδηγό Γραφημάτων» στο toolbar.

· Στο παράθυρο που ανοίγει επιλέγουμε «Διασπορά XY» (“Scatter XY”), και μετά ENTER.

· Στο γράφημα που εμφανίζεται, Χ=ένδειξη οργάνου, και Y=ppm Ρ.

· Κάνουμε ένα απλό click σε ένα οποιοδήποτε από τα δεδομένα του γραφήματος. Όλα τα δεδομένα χρωματίζονται.

· Στο μενού πατάμε «Γράφημα», επιλέγουμε «Προσθήκη γραμμής τάσης». 

· Στο παράθυρο που ανοίγει επιλέγουμε την καρτέλα «Επιλογές» και εκεί κάνουμε tick στο «Ορισμός σημείου τομής = 0», στο «Προβολή εξίσωσης στο γράφημα» και στο «Προβολή τιμές R-τετράγωνο στο γράφημα».

· Εμφανίζεται μια εξίσωση στο γράφημα, η οποία στο συγκεκριμένο παράδειγμα είναι Y=1,4352X. Όμως Χ=ένδειξη οργάνου, και Y=ppm Ρ. Έτσι έχουμε: (ppm Ρ)=1,4352(ένδειξη οργάνου). Αν για παράδειγμα, βρήκαμε στο δείγμα μας ένδειξη οργάνου 0,100 τότε αυτό σημαίνει ότι η συγκέντρωση Ρ στο δείγμα είναι (ppm Ρ)=1,4352(ένδειξη οργάνου)=1,4352Χ0,1=0,14352 (μονάδες σε mg Ρ L-1 διαλύματος).

Α5. Ολικό άζωτο κατά Kjeldahl
Για την απόσταξη τα βήματα που ακολουθούμε είναι τα εξής: 

· Ανοίγουμε τη βρύση.

· Ανοίγουμε την αποστακτική πατώντας ON. Το μηχάνημα πραγματοποιεί προθέρμανση για 3 min.

· Στους σωλήνες πέψης προστίθενται 50 mL H2O [ΠΡΟΣΟΧΗ: (1) Νερό προστίθεται ΜΟΝΟ στον επόμενο σωλήνα όπου θα γίνει η απόσταξη. Μετά από κάποια ώρα από την προσθήκη νερού, το περιεχόμενο του σωλήνα «παγώνει» και χρειάζεται θέρμανση στους 100 0C για να διαλυθεί. (2) Σε περίπτωση που τα δείγματα παραμείνουν στους σωλήνες πέψης για πολλές ώρες μετά την πέψη μέχρι την απόσταξη, ενδέχεται το περιεχόμενο του σωλήνα να «παγώσει», και τότε χρειάζεται θέρμανση στους 100 0C για να διαλυθεί.] Ο σωλήνας τοποθετείται στην κατάλληλη θέση του (αριστερά στην αποστακτική). 

· Σε κωνική φιάλη των 250 mL προστίθενται 25 mL Η3BO3 4%, και η κωνική τοποθετείται στη θέση της (δεξιά στην αποστακτική). 

· Για την απόσταξη χρειάζεται διάλυμα alkali (40% NaOH) (στο μπετόνι δίπλα στην αποστακτική) και απιονισμένο νερό (στο μπετόνι δίπλα στην αποστακτική). [ΠΡΟΣΟΧΗ: To μαύρο λάστιχο της αποστακτικής μπαίνει στο μπετόνι του Η2Ο, και το άσπρο λάστιχο μπαίνει στο μπετόνι με το alkali] 

· Πάνω στην αποστακτική υπάρχουν 4 κουμπιά. «↑», «↓» «ΝαΟΗ» και «Start Stop» [ΠΡΟΣΟΧΗ: Αν σε οποιοδήποτε σημείο το μηχάνημα πριν από την απόσταξη βγάλει την ένδειξη «End», πατάμε «Start» για να βγάλει την αρίθμηση των 5 min] 

· Πατάμε ταυτόχρονα και παρατεταμένα για 5 sec τα κουμπιά «↑» και «ΝαΟΗ». Πέφτει λίγο alkali στο σωλήνα.
· Κατόπιν πατάμε ταυτόχρονα και παρατεταμένα για 6-8 sec τα κουμπιά «↓» και «ΝαΟΗ». Γίνεται αφρισμός στο σωλήνα.

· Πατάμε «Start Stop». Η απόσταξη αρχίζει με αντίστροφη μέτρηση των 5 min. Όσο προχωράει η απόσταξη, στην κωνική προστίθεται απόσταγμα. Στο τέλος της απόσταξης η κωνική θα πρέπει να έχει φτάσει περίπου στα 150 mL. 

· Στο τέλος της απόσταξης το μηχάνημα βγάζει την ένδειξη «End». [ΠΡΟΣΟΧΗ: Ο σωλήνας πέψης έχει πολύ υψηλή θερμοκρασία, και πρέπει να τον παραλάβουμε με πυρίμαχο γάντι.] Όταν είμαστε έτοιμοι για το επόμενο δείγμα, πατάμε «Start Stop», και το μηχάνημα βγάζει την ένδειξη των 5 min. Τότε επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία.

Υπολογισμοί αποτελεσμάτων ολικού αζώτου κατά Kjeldahl
Κατά την πέψη, ανοργανοποιείται το οργανικό άζωτο (το οργανικό άζωτο έχει τη μορφή αμμωνιακού αζώτου) και παράγεται θειική αμμωνία, ως εξής

Οργανικό Ν + H2SO4 → (NH4)2SO4
Κατόπιν στην απόσταξη η θειική αμμωνία αντιδράει με περίσσεια καυστικού νατρίου (alkali) για την παραγωγή αμμωνίας, η οποία διαλύεται στο διάλυμα που παραλαμβάνουμε στην κωνική στο τέλος της απόσταξης, ως εξής:

(ΝΗ4)2SO4 + 2NaOH → 2NH3 + Na2SO4 + 2H2Ο
[Παρατήρηση: Αν η αμμωνία έμενε ως είχε σε απιονισμένο νερό, θα ήταν πολύ ασταθής, και ένα μέρος της θα χανόταν σε αέρια μορφή. Για αυτό το λόγο χρειάζεται μία χημική «παγίδα» μέσα στο απόσταγμα, που να την σταθεροποιεί. Αυτό το ρόλο παίζει το βορικό οξύ, σύμφωνα με την αντίδραση: 3NH3 + Η3ΒΟ3 → (NH4)3ΒΟ3. Κατόπιν το (NH4)3ΒΟ3 αντιδρά με το αραιό H2SO4 (όπως φαίνεται στην παρακάτω αντίδραση) σαν να ήταν αμμωνία. Όσο αφορά τους υπολογισμούς, το βορικό οξύ δεν παίζει κανένα απολύτως ρόλο στην ανάλυση. Απλώς διασφαλίζει την συγκράτηση της αμμωνίας στο απόσταγμα.]

Τέλος η αμμωνία (που είναι βάση) εξουδετερώνεται με ογκομέτρηση με οξύ (0.1103 Ν H2SO4) για την παραγωγή άλατος (θειικής αμμωνίας), ως εξής:

2NH3 + H2SO4 → (NH4)2SO4
Τα mol του θειικού οξέος που αντιδρούν είναι ίσα με ΜΑ * VΑ * 10-3, όπου ΜΑ = η μοριακότητα (molarity) του οξέος σε mol L-1 και VΑ = ο όγκος σε mL του οξέος που καταναλώθηκε στην ογκομέτρηση.
 

Από την τελευταία αντίδραση βγαίνει ότι 1 mol H2SO4 εξουδετερώνει 2 mol NH3  Άρα στην αντίδραση συμμετέχουν 2 * ΜΑ * VΑ * 10-3 mol NH3  Όμως 

1 mol NH3 περιέχει 
14.01 γραμμάρια αζώτου (γιατί ο ατομικός αριθμός του αζώτου είναι 14.01, δηλαδή 

14.01 g mol-1)

2 * ΜΑ * VΑ * 10-3
? =

? = 14.01 * 2 * ΜΑ * VΑ * 10-3 γραμμάρια αζώτου 

Άρα το βάρος του αζώτου σε γραμμάρια που περιέχεται στο απόσταγμα είναι: Βάρος αζώτου = 14.01 * 2 * ΜΑ * VΑ * 10-3. Όμως αυτή η ποσότητα αζώτου προήλθε από S γραμμάρια φυτικού (ή εδαφικού) υλικού. Αν το εκφράσουμε επί τοις εκατό, γίνεται: 

Σε 
S γραμμάρια υλικού περιέχονται 

14.01 * 2 * ΜΑ * VΑ * 10-3 γραμμάρια αζώτου



100 γραμμάρια υλικού περιέχονται

? = 

? = (100 * 14.01 * 2 * ΜΑ * VΑ * 10-3) / S 

Κάνουμε τώρα κάποιες μετατροπές: (α) Για το θειικό οξύ, που είναι δισθενές, 2 μοριακότητες ισούνται με μία κανονικότητα ή 2 * ΜA = ΝA. (β) Επίσης 100 * 14.01 * 10-3 = 1.401. (γ) Για την ακρίβεια, από τον όγκο του οξέος που καταναλώθηκε για το άγνωστο δείγμα, πρέπει να αφαιρέσουμε τον όγκο του οξέος που καταναλώθηκε για το «λευκό», VB.

Άρα ο τύπος υπολογισμού του ολικού αζώτου είναι ο εξής:

Ν% = [1.401 * ΝA * (VA – VB)] / S 

όπου VA = ο όγκος του οξέος που καταναλώθηκε κατά την ογκομέτρηση του άγνωστου δείγματος, 

VB = ο όγκος του οξέος που καταναλώθηκε κατά την ογκομέτρηση του «λευκού» δείγματος, 

NΑ = η κανονικότητα του διαλύματος ογκομέτρησης (εδώ ίσο με 0,1103) 

S = το βάρος σε γραμμάρια του δείγματος που προστέθηκε στους σωλήνες πέψης.

� Απόδειξη: (molarity) = (mol) / (όγκος σε L) => (mol) = (molarity σε mol L-1) * (όγκος σε L) => (mol) = (molarity σε mol L-1) * (όγκος σε mL)* 10-3 (L mL-1).
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