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Abstract

Denitrification losses using the Acetylen-Inhibition technique (ATT) were measured on grassland 
planted with ryegrass (Lolium perenne) in October 1988 and from April to June 1989. The ex
periment was designed as a Latin square (4 replicates) containing the variants (150 kg N/ha each) 
"fertilized with ammonium-nitrate (KAS)", "slurry amended", "slurry plus Didin (DCD)" and 
unfertilized". Soil samples were analysed for water percentage, nitrate content, denitrification 
potential and for the total number of bacteria and denitrifiers. In October 1988 denitrification 
losses only increased by mineral N-application (KAS). Fertilization on April 4, 1989 increased 
denitrification losses by 3300 % (KAS) and 400 % (slurry, slurry + Didin), respectively, if 
compared to the untreated control. After the second treatment on May 29, 1989, the denitrifica
tion rates were considerably lower. However, Didin did not affect the denitrification losses. The 
increases in denitrification corresponded to an enhanced nitrate content after both fertilizer treat
ments. The total number of prototrophic denitrifying bacteria decreased sharply in June 1989 
compared to the population densitiy in April 1989.
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perenne, prototrophic denitrifying bacteria, ryegrass 1

1. E inleitung

In der landwirtschaftlichen Produktion der Bundesrepublik Deutschland fallen jährlich ca. 200 
Millionen Tonnen Gülle entsprechend 600.000 Tonen NH4+-N an. In Agrarökosystemen wird 
Gülle vielfach als Düngemittel eingesetzt und kann die Vegetation und damit die Fauna natur- 
naher Biotope durch wiederholte N-Zufuhr einseitig verändern. Darüber hinaus führt eine solche 
"Gülle-Entsorgung" gebietsweise zu starken Überdüngungseffekten, wobei es zu Gewässerbe
lastungen kommen kann. Um Stickstoffeffekte in Flüssen, Seen, Grundwasser und Atmosphäre so 
gering wie möglich zu halten, ist eine kontrollierte und standortgerechte Verwertung der Gülle 
anzustreben. Dies gilt insbesondere für Gebiete, in denen eine intensive Viehzucht betrieben 
wird. Wiederholte Gülledüngung auf Grünland kann jedoch auch zu Denitrifikationsverlusten füh
ren und durch die N20-(Lachgas-)Freisetzung zu einem globalökologischen Problem 
(Ozonzerstörung, "Treibhauseffekt") beitragen. In Böden wird Gülle-Stickstofff rasch minerali- 
siert und nitrifiziert. Nitrat unterliegt jedoch nicht nur der Aufnahme durch Pflanzen, sondern 
kann im Zuge der mikrobiellen Denitrifikation (=  Nitratatmung) in gasförmige Stickstoffverbin
dungen (N20 , N2 (1)) überführt werden, wenn bestimmte Bedingungen erfüllt sind (OTTOW et 
al. 1985, 1990).

Acetylen-
(H) (H) (H)

2 N 03" ------ > 2 N02" ------- > N20  ------- //------ > N2 (1)
Blockierung
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In wieweit eine Gülledüngung auf Grünland zur Denitrifikation führt, ist bisher kaum untersucht 
worden. Ziel der folgenden Arbeiten war infolgedessen die Quantifizierung der Denitrifikations
verluste nach Gülledüngung im Vergleich zu ungedüngten Flächen und einer mineralischen Dün
gung. Weil die Nitrifikation Voraussetzung für eine Denitrifikation ist, wurde der Frage nachge
gangen, ob und in welchem Umfang der Nitrifikationshemmer Dicyandiamide ("Didin") die gas
förmigen Denitrifikationsverluste zu vermindern vermag.

2. M at er ial u n d  M e t h o d e n

2.1. Feldversuche

Zur Quantifizierung von Denitrifikationsverlusten unter Feldbedingungen wurde die Acetylen
inhibierungstechnik (ATT) eingesetzt. Für Einzelheiten wird auf BENCKISER et al. (1987) sowie 
auf NIEDER et al. (1989) verwiesen. Als Versuchsfläche wurde ein lateinisches Rechteck mit 4 
Varianten in je 4 Parallelen auf sandigem Lehm ( Versuchsfeld des Instituts für Grünland
wirtschaft der Justus-Liebig-Universität Gießen, FRG) gewählt. Die Größe jeder einzelnen Par
zelle betrug 4,5 * 14 m. Der Boden wies in der obersten Schicht von 0 - 20 cm (Sand 35.8 %, 
Schluff 49.1 %, Ton 15.2 %) zu Versuchsbeginn einen pH (CaClj) von 5.7, einen Ct-Gehalt von 
1.65 % und einen Nt-Gehalt von 0.15 % auf. Das langjährige Niederschlagsmittel betrug 610 mm 
pro Jahr.
Die erste Düngung fand am 5.7.1988 statt. Appliziert wurden je Variante 150 kg N * ha-1 in 
Form von Rinder-Schweine Gülle, Gülle unter Zusatz des Nitrifikationshemmers Didin 
(Dicyanamid, 30 kg * ha'1) sowie Kalkammonsalpeter (KAS). Eine vierte Variante blieb unge- 
düngt. Am 22.8.1988 sowie am 4.4., 29.5. und 2.10.1989 wurde die Düngung wiederholt. Der 
Didinzusatz wurde 1989 bei der Mai- und Oktoberdüngung auf 50 kg * ha' 1 erhöht. Eine homo
gene Verteilung der Gülle auf der Parzelle wurde durch die Verwendung eines Güllefasses mit 
Meßrohr und Schlauch (VETTER et al., 1981) erreicht. Die Ausbringung des Kalkammonsal
peters erfolgte mit einem Exaktparzellenstreuer. Um N-Verluste durch Ammoniakverflüchtigung 
möglichst gering zu halten, wurden bei Trockenheit die Parzellen direkt nach der Düngung (außer 
am 4.4.1989) beregnet (etwa 20 mm). Zur Bestimmung der Denitrifikationsraten wurden 
"homogene" Stellen der Grasnarbe ausgewählt und für 4 Stunden Acetylen (10 1 C2H2 * h“1, 2 h) 
zur Hemmung der N^O-Reduktase (reversibel) mit 6 PVC-Sonden appliziert. An den nächsten 
vier Tagen wurden diese Stellen nach erneuter Acetylen-Begasung (5 1 C2FL * h '1, 2 h) mit 
Kunststoffkammem überstülpt und N20  als alleiniges Endprodukt der Denitrifikation abgesaugt, 
quantitativ sorbiert (Molekularsieb 5 A) und im Labor gaschromatographisch bestimmt 
(BENCKISER et al. 1987). Im Unterschied zu BENCKISER et al. (1987) wurden die offenen 
Kammern zusätzlich mit einem abnehmbaren Plexiglasdeckel versehen und auf den 
CaCl2/Natronkalk-Filter verzichtet.

2.2. Analysen

Zu jeder Feldmessung wurden Bodenproben (0 - 20 cm) entnommen und chemisch-physikalisch 
untersucht (SCHLICHTING und BLUME 1966). Die Nitrat-Bestimmung erfolgte nach 
SCHARPF, WEHRMANN (1976). Zur Bestimmung der bakteriellen Populationsdichte wurde 
die Gesamtkeimzahl (MPN * g' 1 TB) mit Hilfe des komplexen Mediums (nach TOMLINSON- 
HOCHSTEIN) und die Dichte an prototrophen Denitrifikanten (MPL * g"1 TB) in einem synthe
tischen Nitrat-Citrat-Mineralsalzmedium bestimmt (SCHMIEDER, OTTOW 1986).

3. E rgebnisse

3.1. Denitrifikationsraten

Der Einfluß von Gülle- und Mineraldüngung auf die Denitrifikationsverluste eines Weidelgras
bestandes (20. bis 26. Oktober) 1988 ist in Abb. 1 dargestellt. Im Vergleich zur Kontrolle wur
den die N20-N-Oberflächenabflüsse offenbar nur durch die Mineraldüngung (KAS) wesentlich 
gesteigert. Die Gülleapplikation mit und ohne Didin ergab keine deutlichen Unterschiede zur 
Kontrolle. Die Abflußraten der KAS Variante betrugen maximal 1.8 g N20-N * ha' 1 * h"1 
(KAS).
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N 20-N  g * ha-1 * h-1

1 9 8 8

Abb. 1: N20-N Freisetzung Oktober 1988 (20. - 26.10.).

Zu einem deutlichen Anstieg der Denitrifikationsverluste führte die Düngung vom 4. April 1989 
(Abb. 2). Die N20-N-Oberflächenabflüsse der KAS-Variante lagen in der Zeit vom 14.4. bis 
28.4.1989 im Mittel um ca. 3300 % über denen der Kontrolle. Auch die Düngung mit Gülle stei
gerte die N20-N-Freisetzung um ca. 400 %. Ein Einfluß des Nitrifikationshemmers Didin ließ 
sich dagegen nicht feststellen. Etwa 6 Wochen nach der Düngung waren die N20-N - Ober
flächenabflüsse in allen Varianten auf nahezu Null abgesunken.

Auch die zweite Stickstoffgabe am 29. Mai 1989 vermochte die Denitrifikationsraten in den ge
düngten Parzellen (Abb. 2) zu steigern, allerdings in deutlich geringerem Umfang. Im Meß
zeitraum vom 1.6. bis 16.6.1989 erhöhte mineralische Düngung den N20-N-Efflux um ca. 
800 %. Gülledüngung, sowohl mit als auch ohne Didinzusatz, führte zu einer Erhöhung um ca. 
100 % im Vergleich zu den ungedüngten Parzellen. In Tabelle 1 sind die gasförmigen 
Stickstoffverluste während der Meßperioden vom Oktober 1988 und April bis Juni 1989 darge
stellt. Die N20-N-Verluste waren in der Zeit vom 1.6. bis 16.6.1989 um etwa 90 % niedriger als 
zwischen dem 14.4. und 28.4.1989 und liegen damit auch unter den Werten vom 20. bis 26. 
Oktober 1988, wenn man den längeren Meßzeitraum im Juni 1989 berücksichtigt.
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N 20-N  g * ha-1 * h-1

1989

Abb. 2: N20-N Freisetzung April - Juni 1989 (14. - 27.4.; 17. - 20.5.; 1. - 16.6.).

Tab. 1: Denitrifikationsverluste (ATT) während 4 Meßperioden 1988/89 nach mineralischer und 
organischer (Gülle) Düngung auf einem Weidelgrasland

Düngungs- Oktober April Mai Juni
Varianten 1988* 1989* 1989* 1989*

(7 Tage) (11 Tage) (3 Tage) (12 Tage)
[g N20-N ha-1]

ungedüngt 101 101 3 31
KAS 208 3387 5 284ü
Gülle 91 500 3 58
Gülle + Didin** 74 457 7 58

* 5.7.88/22.8.88/4.4.89/29.5.89 - Applikation von 150 kg N ha"1
** Zusatz von 30 kg Didin ha"1 bzw. 50 kg ha"1 am 29.5.89
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3.2. Bodenanalysen

In Abb. 3 sind die Wassergehalte des Oberbodens dargestellt. Sie weisen zwischen den einzelnen 
Varianten nur geringe Unterschiede auf. Die Wassergehalte sanken in allen Varianten von 20 - 24 
% w/w im April 1989 auf Werte von ca. 18 % w/w am 1.6.89 ab. Nach einem Anstieg bis auf ca 
21 % w/w am 7.6.1989 lag der Wassergehalt aller Parzellen am 15.6.1989 unter 16 % w/w. Die 
geringfügigen Differenzen im Wassergehalt der einzelnen Varianten dürften keinen Einfluß auf 
die Denitrifikationsraten (Abb. 3 oben) bewirkt haben.

N20-N g - ha-1 * h-1

Wassergehalt % (w/w)

10.4 17.4 24 .4 1.5 8.5 15.5 22 .5 29 .5 5.6 12.6
1989

Abb. 3: N20-N Freisetzung und Wassergehalte (April - Juni 1989; Bodentiefe 0-20  cm).
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In Abb. 4 sind die Nitratgehalte der Bodenschicht von 0 - 20 cm während der Meßperioden von 
April bis Juni 1989 den N20-N-Oberflächenabflüssen gegenübergestellt. Im April 1989 wiesen 
die mineralisch gedüngten Flächen relativ hohe Nitratgehalte von ca. 28 /xg N03" * g"1 TB 
(19.4.1989) auf. Auch beide Varianten der Gülledüngung führten zu deutlich höheren N03"-Ge- 
halten in der oberen Bodenschicht. Im Mai 1989 sank die N03"-Konzentration jedoch in allen 
Varianten auf Werte unter 3 ng N03"-N * g_1 TB. Ein noch stärkerer Anstieg in den Nitratgehal
ten konnte nach der Düngung vom 29.5.1989 festgestellt werden. Auch nach dieser Stickstoff
gabe waren die höchsten N03~ - Konzentrationen bei der mineralisch gedüngten Variante zu ver
zeichnen. Ein Vergleich mit den N20-N-Oberflächenabflüssen (Abb. 4 oben) zeigt eine gute 
Übereinstimmung zwischen Nitratkonzentration und Denitrifikationsintensität im April 1989. 
Auch im Juni 1989 ist die Nitrat abhängige N20-N-Freisetzung gegeben. Diese Beziehung wird 
besonders am 7.6.1989 deutlich.

N20-N g * ha-1 * h-1

10.4 17.4 24.4 1.5 8.5 15.5 22.5 29.5 5.6 12.6
1989
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Abb. 4: N20-N Freisetzung und Nitrat-N Gehalte (April - Juni 1989; Bodentiefe 0 - 20 cm).
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In den Abb. 5 und 6 sind die Keimzahlen der prototrophen Denitrifikanten den Gesamtkeimzah
len vom 19.4. und 17.6.1989 der KAS- (Abb. 5) und der Gülle gedüngten Variante (Abb. 6) ge
genübergestellt. Während bei den Gesamtkeimzahlen keine großen Unterschiede auftraten, lagen 
die Keimzahlen der prototrophen Denitrifikanten in beiden Varianten am 17.6.1989 um ca. zwei 
Zehnerpotenzen unter den Keimzahlen vom 19.4.1989.

4. Diskussion

Stickstoffgaben führen offenbar direkt nach einer mineralischen oder organischen (Gülle+) Dün
gung zu stark erhöhten Denitrifikationsraten in einer Weidelgras-Monokultur. Ähnliches wurde 
auch auf anderen Grünlandflächen ermittelt (CHRISTENSEN 1983; RYDEN 1985; CORREÉ et 
al. 1990). Auch THOMPSON (1989) fand auf ausschließlich mit NH4CI (96 kg N * ha'1) ge
düngten Grünland vergleichbare Denitrifikationsraten. Erwartungsgemäß wies die mineralische 
Düngung die stärksten N20-N-Oberflächenabflüsse auf. Die deutlich geringeren N20-N-Ober- 
flächenabflüsse in beiden Gülle-Varianten sind auf die erforderlichen Mineralisationsprozesse 
zurückzuführen, welche Voraussetzung der Nitratbildung sind. Dies wird von den Nitratkonzen
trationen bestätigt (Abb. 4).
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Abb. 5: Gesamtkeimzahl (GKZ in MPN * g 1 TG) an Bakterien und Populationsdichte der pro
totrophen Denitrifikanten (PD in MPN * g‘> TG) in den mit KAS gedüngten Varianten 
(Bodentiefe 0 - 20 cm und 20 - 40 cm).
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Überhaupt schien Bodennitrat nach beiden Düngungsterminen Anfang April und Ende Mai 1989 
eine wichtige Kontrollvariable für die Höhe der N20-N-Oberflächenabflüsse zu sein. Zu den 
relativ niedrigen Nitratkonzentrationen beider Güllevarianten im Vergleich zur Ammoniumnitrat- 
Düngung kann zum Teil auch Ammonikak-Verflüchtigung geführt haben. (BALL, RYDEN
1983). Weiter kann angenommen werden, daß ein Teil des Stickstoffes in jene Biomasse 
festgelegt wurde, die als Folge der Gülledüngung zur Entwicklung kam. Beträchtliche 
Differenzen zwischen April und Juni traten bei den Keimzahlen der prototrophen Denitrifikanten 
auf. In der KAS- und der Güllevariante war im Juni die Populationsdichte der prototrophen 
Denitrifikanten signifikant niedriger als im April und könnte bei hoher Nitratverfügbarkeit und 
ausreichender Bodenfeuchte Ursache der geringeren aktuellen Denitrifikationsraten sein. Dieser 
Aspekt wird in den fortlaufenden Messungen weiterverfolgt.
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