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UvVOD

Oproti predchozimu vydani je tento dil Jednotnych pracovnich postupi zcela piepracovany
a vyznamné rozsifeny piedevsim v oblasti mikrobiologickych a ekotoxikologickych stanoveni.
Nekteré uvedené postupy se vyuzivaji 1 pfi analyzach kalti z Cistiren odpadnich vod,
sedimentd a pfipadné dalSich materidli. VétSina uvedenych metod a postupi se bud’ rutinné
vyuziva, nebo byly alespon ovéteny na pracovistich ustavu. Pfednostné byly vybirany postupy

zahrnuté nebo ptipravované do souboru norem ISO a CEN.

Popis jednotlivych pracovnich postupll je volen pievazné tak, aby nebylo nutné neustalé
vyhledavani jednotlivych ¢asti podle odkazli. Tento systém sice zpusobi v nékterych
ptipadech opakovani jiz jinde uvedené informace, ale pfispéje k celkovému zptehlednéni
jednotlivych ¢asti prirucky. Postupy upravy vzorkl pro analyzu jsou uvedené v Jednotnych

pracovnich postupech — Analyza pud 1.

Kazdy postup ma svoje identifikacni ¢islo, které umoZiiuje jednoznacnou identifikaci postupu
a oceni ji predevsim laboratoie akreditované podle CSN EN ISO/IEC 17025.

Pokud v postupech najdete chybu nebo neptesnost, velmi ocenime, kdyZ nas na tuto skute¢nost

upozornite.
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TECHNICKE POZNAMKY

Pro zlepseni ¢itelnosti textu a pro celkovou piehlednost postupti byl vytvoien souhrn néasledujicich

predpokladi, které nejsou uvadény v konkrétnich pracovnich postupech.

1.

Vsechny laboratorni postupy uvedené v této ptirucce piedpokladaji dodrzovéani zasad
vyplyvajicich z aplikace spravné laboratorni praxe, resp. normy CSN EN ISO/IEC 17025

a provozniho fadu laboratofi.

Pouziva se bézné dostupné piistrojové vybaveni a laboratorni sklo (vatice, vodni
a piskové 1aznég, chemické a odmérné sklo atd.). Pouziti zvlaStniho vybaveni je vyslovné

uvedeno u popisu metody.
Chemikalie jsou Cistoty pro analyzu nebo vyssi, pokud neni uvedeno jinak.

Néadobi se pfed pouzitim fadné vycisti s ohledem na typ analyzy. Specialni pozadavky

na vy¢€isténi skla jsou uvedeny u konkrétniho postupu.

Pod pojmem voda se rozumi voda demineralizovand (deionizovana nebo destilovana
s vodivosti <5 pS/cm), pokud neni uvedeno jinak. Jakost vody pro analytické ucely
definuje CSN EN ISO 3696 z roku 1994. Pokud je uvedeno pouze, Ze se doplni

po znacku, rozumi se, Ze se dopliiuje po znaCku demineralizovanou vodou,

resp. pouZzivanym rozpoustédlem.

Piistroje pouZzivané pro stanoveni se nastavuji a optimalizuji v souladu s pozadavky

a doporucenimi vyrobce.

Klasické pipety mohou byt v mnoha pfipadech nahrazeny jednoobjemovymi nebo
nastavitelnymi ru¢nimi pipetami, vhodnymi davkovaci nebo dilutorem. V tomto pfipadé

je nezbytné pravideln€ ovétovat spravnost funkce téchto zatizeni.

Uvedené navazky chemikalii a objemy pfipravovanych roztokll je mozné ménit podle
aktualni potieby laboratofe pouze pfi zachovani shodnych metrologickych podminek.
Snizeni navazky pudy a souCasné sniZzeni objemu extrakéniho ¢inidla se zpravidla
nedoporucuje. Dlivodem je zvySeni variability nehomogenitou standardné upravené
pudy. Vyuziti jiné tfepacky, resp. jiné frekvence tiepani maze byt kritické predevsim
pfi pouziti slabych extrak¢nich ¢inidel. Tento vliv je vzdy tieba ovéfit pro cely rozsah
pudnich typt a stanovovanych koncentraci. Kazdou upravu oproti jednotnému postupu

je nutné uvadet v protokolu o zkousce.
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10.

11.

12.

Pti fedéni vzorka, standardnich roztokti a ¢inidel se doporucuje, aby zied’ovaci pomér

byl maximaln¢ padesat.

Pti ptipravé standardnich roztokli se prednostné pouzivaji jednoobjemové kalibrované

pipety. Délené kalibrované pipety se mohou pouzit pouze v nezbytnych piipadech.

Obsah nadob se po ptidavku jednotlivych roztokti vzdy promicha. Peclivé promichani
je nezbytné ptedevSim po doplnéni odmérnych ban¢k po znacku nebo po konecném

nadavkovani vsech ¢inidel pred dalSim zpracovanim.

Pii veSkeré praci se dodrzuji obecné zasady pro bezpecnou praci v laboratofich
(CSN 018003). Pfi praci spadnimi vzorky (zvlasté vzorky odebranymi
z kontaminovanych ploch) je tieba zabranit pfimému kontaktu pracovnika se vzorkem.
Je vhodné pouzit inertni rukavice a respirdtor. Béhem manipulace se vzorkem
se uinnym vétranim a odsavadnim piedevSim ve fazi pfipravy vzorkll zajisti, aby

nedochazelo ke kontaminaci laboratofe.
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STANOVENI UHLIKU A ORGANICKE HMOTY PUDY

Stanoveni oxidovatelného uhliku patii mezi zakladni parametry charakterizujici organickou
hmotu plady. Podrobngjsi charakteristika organické hmoty pldy presahuje rozsah této
publikace. Jedna se predevsim o metody frakcionace organické hmoty a metody urceni poméru

huminovych kyselin a fulvokyselin pro odhad stupné rozlozeni organické hmoty.

Zkoumani organické hmoty pidy se vénuje celd fada praci, ve kterych se vyuzivaji
nejmodernéjsi analytické postupy — napt. FTIR, NMR, GC-MS, MALDI-TOF apod. Vzhledem
ke slozitosti problému je znaéné nepravdépodobné, Ze by bylo mozné dostatecné charakterizovat

stav organick¢ hmoty pidy jednoduchym postupem. Podrobnéjsi informace jsou v uvedené

literatufe.

Literatura
1. M. Schnitzer: Soil organic matter — the next 75 years. Soil Sci. 151 (1), 41-58, 1991.

2. Rattan Lal: Conceptual basis of managing soil carbon: Inspired by nature and driven
by science. Journal of Soil and Water Conservation 2019, 74 (2) 29A-34A;
DOI: https://doi.org/10.2489/jswc.74.2.29A

3. Rattan Lal: Soil organic matter content and crop yield. Journal of Soil and Water Conservation
2020, 75 (2) 27A-32A; DOI: https://doi.org/10.2489/jswc.75.2.27A

4. Hoffland, E., Kuyper, T.W., Comans, R.N.J. et al. Eco-functionality of organic matter
in soils. Plant Soil , 455, 1-22 (2020). https://doi.org/10.1007/s11104-020-04651-9

5. Lehmann, J., Kleber, M. The contentious nature of soil organic matter. Nature 528, 6068
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STANOVENI ZTRATY ZiHANIM

1. Rozsah pouziti

Postup se pouziva pro stanoveni ztraty zihanim vzork upravenych podle postupu 30010.1,
u kterych byla stanovena suSina. Metodu je mozné pouzit pro analyzu pid, sedimentd, kalt

a dal8ich materiald.

2. Princip

Vzorek se ziha v peci pii teploté (550 £ 25) °C a zrozdilu hmotnosti pied a po Zzihani

se stanovi ztrata zithanim.

Poznamky
1. Priuvedené teploté je oxidace dostatecna, ale jesté nedochazi k rozkladu karbonatu.

2. Chemicky vazana voda se miize béhem zahrivani uvolnit, nékteré prvky a slouceniny (Zelezo, sulfidy)
se mohou pri zahrivani oxidovat. Tyto procesy mohou snizovat, resp. zvysSovat vysledek.

3. Explozivni vzplanuti vzorku miize zpiisobit jeho ztrdtu.
4. Pri analyze kontaminovanych vzorkii se museji dodrzovat prislusna opatreni, aby se zabradnilo
kontaminaci laboratore horlavymi, vybusnymi nebo toxickymi plyny.
3. Pomiicky
1. Analytické vahy.
2. SuSarna a exsikator.
3. Muflova pec nebo obdobné zatizeni s regulaci teploty.

4, Misky a kelimky z vhodného materialu pro zihani pti ptedepsané teploté (porcelan, oxal,

nikl, platina, kfemenné sklo apod.). Obvykle pouzivané priméry jsou (50 — 70) mm.

4, Pracovni postup

Vzorek pudy upraveny podle JPP UKZUZ, Analyza pud I, kap. 1.4 se v mélké misce susi 2 h
pii 105 °C. Po vychladnuti v exsikatoru se do vyzihaného a zvazeného spalovaciho kelimku

nebo misky navazi asi (5 = 0,001) g vysuSen¢ho vzorku a kelimek se ziha pii (550 + 25) °C

5
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nejméné 1 h. Potom se kelimek po kratkém ochlazeni (nejlépe na kovové desce) premisti

do exsikatoru a po vychladnuti se zvazi. Hmotnost po zihdni se povazuje za konstantni,

jestlize se zjisténa hmotnost po dalsich 30 min zihani v pfedehiaté peci pti (550 + 25) °C lisi

nejvyse o 0,5 % od ptedchozi hodnoty nebo o 2 mg bez ohledu na to, kterd hodnota je vyssi.

Poznamky

5.

10.

5.

Vzorek se ziha do konstantni hmotnosti. Pri analyze piid se casto pouziva postup, kdy se Ziha 4 h
a dosazeni konstantni hmotnosti se nekontroluje.

Pokud vzorek obsahuje vysoky podil organické hmoty a mohlo by dojit kjeho vzniceni, je vhodné
vzorek viozit do chladné pece a teplotu pomalu zvysovat. Vysledné teploty by se mélo dosahnout
asi za 2 h. Potom teplotu udrzovat nejméné 2 h. Obdobné se postupuje pri analyze vihkého vzorku.

Pro analyzu je mozné pouzit vihky vzorek a susinu stanovit zvlast. Pro zjednoduseni postupu se miize
stanovit susina po navazeni do spalovaciho kelimku. Pokud neni nutné stanovit suSinu, postupuje

se podle uvedeného postupu.

Pokud se ani po tretim Zihani nedosahne konstantni hmotnosti, zaznamena se posledni stanovend
hodnota ze t7i méreni. Tato skutecnost se uvede v poznamce protokolu.

Pokud vzorek obsahuje po vyzihani cerné uhlikové Castice, zvIhci se nekolika kapkami 10% (w/w)
roztoku dusicnanu amonného, vysusi, vlozi se do chladné pece a pomalu zahviva a zZiha 1 h.

Vzorky s vysokym obsahem tekavych a horlavych latek se doporucuje nejprve opatrné preZihat
v digestori.

Vypocet

Ztrata zihanim (obsah organickych latek) v % (w/w) se vypocte podle vztahu

LOI =100 x (1’1’11 - 1’1’12)/1’1’11

m2=M27W

Vysledky se zaokrouhluji na dvé desetinna mista.

LOI

ztrata zihanim (obsah organickych latek), (%),
hmotnost vzorku ptfed Zihanim (g),

hmotnost vzorku po zihani (g),

hmotnost kelimku se vzorkem pied Zzihanim (g),
hmotnost kelimku se vzorkem po zihani (g),
hmotnost prazdného vyzihaného kelimku (g).
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Literatura
1. CSNEN 15935 (838126) Kaly, upraveny bioodpad, ptidy a odpady - Stanoveni ztraty zihanim.
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STANOVENI Cox TITRACI

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro pldy s béZznym obsahem a pfirozenym sloZenim organickych latek.

2. Princip

Oxidovatelny organicky vazany uhlik v zeminé se oxiduje kyselinou chromovou v prostiedi
nadbytku kyseliny sirové za definovanych podminek. Nespotiebovanid kyselina chromova
se stanovi titraci roztokem Mohrovy soli s biamperometrickou nebo vizudlni indikaci konce

titrace.

Rovnice popisujici d€j pfi oxidaci:

2(Cr,0)" + 16H" + 3C > 3CO, + 4Cr" + 8H,0 nebo
4 CrO; + 6 HySO4 + 3C = 3CO; + 2Cr(SO4); + 6 H,O
Rovnice popisujici d&j pfi titraci:

(Cr,07)” + 14H" + 6Fe*™ > 2Cr" + 6F" + 7H,0

3. Pomiicky
1. Analytické vahy.
2. Horkovzdusny sterilizator (suSarna) s nucenou cirkulaci vzduchu.

3. Zatizeni pro biamperometrickou titraci s michadlem. Vhodné je takové, které umozZiuje

titraci ptimo v reak¢énich naddobkéach a michani sklenénym ponornym michadlem.

4, Automaticky titrator, napt. Mettler Toledo T50 Excellence nebo podobny, vybaveny

elektrodou pro redox titrace.

4. Chemikalie
1. Dichroman draselny, K,Cr,O.

2. Kyselina sirova, H,SO4, koncentrovana, p = 1,84 g/cm3.

8
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3. Chromsirova smes, ¢(1/6 K,Cr,O7) = 0,4 mol/l.
Ptiprava: 40 g dichromanu draselného se rozpusti v 900 ml vody a za stalého michéani,
chlazeni a po malych davkach se piida 1000 ml koncentrované kyseliny sirové (2).
Po ochlazeni se doplni vodou do 2000 ml.

4. Siran zZeleznatoamonny hexahydrat (NHy4),Fe(SO4),.6H,0, Mohrova sl.

5. Siran Zeleznatoamonny hexahydrat (Mohrova sul), odmérny roztok,

c((NH4),Fe(SO4),.6H,0) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: 40 g Mohrovy soli se v odmérné baiice na 1000 ml rozpusti v 300 ml vody
okyselené 20 ml koncentrované kyseliny sirové (2) a doplni se po znacku. Roztok
se uchovava v tmavé 1ahvi.

6. Dichroman draselny, c(1/6 K,Cr,O7) = 0,1 mol/l.
Ptiprava: 4,9031 g dichromanu draselného se rozpusti v asi 200 ml vody a doplni se
na objem 1000 ml.

7. Dichroman draselny, c¢(1/6 K,Cr,0O7) = 1,0 mol/l.
Ptiprava: 49,031 g dichromanu draselného se rozpusti v asi 300 ml vody a doplni se
na objem 1000 ml.

8. Kyselina trihydrogenfosforecna, H3POy, 85 %, w/w.

9. Difenylamin.

10. Difenylamin, roztok.
Ptiprava: 0,5 g difenylaminu (9) se rozpusti v 20 ml vody a ptida se 100 ml kyseliny sirové
).

11. Ortofenantrolin.

12. Siran zeleznaty.

13. Ortofenantrolin, roztok.
Ptiprava: 1,624 g o-fenantrolinu (11) a 0,695 g siranu Zeleznatého (12) se rozpusti
ve vod¢ a doplni na 100 ml.

Poznamky

1. Dichroman draselny je vysoce toxickda sloucenina, proto je treba zachovavat prislusna opatieni

pro ochranu zdravi pracovnikii. Dale je potFeba vénovat velkou pozornost likvidaci odpadii s ohledem
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na ochranu Zivotniho prostredi.

2. Misto roztoku difenylaminu (10) lze pouzit roztok ortofenantrolinu (13). Barevny prechod
Jje z hnédozelené pres zelenou, modrozelenou do hnédocervené.

3. Stanoveni faktoru roztoku Mohrovy soli: 20 ml odmérného roztoku dichromanu (6) se ziedi 60 ml
vody, prida se 2,5 ml koncentrované kyseliny sirové (2) a titruje se pripravenym roztokem
Mohrovy soli (5) do bodu ekvivalence. Faktor se stanovuje denné.

5. Pracovni postup

Uprava vzorku: Vzorek se upravi podle postupu uvedeném v JPP Analyza pid I, kapitola 1.4

na jemnozem II. Pro pfipravu mineralizatu lze zvolit jeden ze dvou nasledujicich postupti. Oba

postupy poskytuji ekvivalentni vysledky.

Pfiprava mineralizatu — varianta A: Do vysoké kadinky na 150 ml se navazi (0,2 = 0,0001) g

pudy. Bezpecnostni pipetou nebo vhodnym davkovafem (kde kapalina ptichazi do styku jen
se sklem) se pfida 10 ml chromsirové smési (3) a obsah se mirnym krouZivym pohybem
promicha tak, aby zemina neulpéla na sténach. Soucasné se do asi tfi kaddinek odméii po 10 ml
chromsirové smési (3) na slepy pokus. VSechny kadinky se pfikryji hodinovymi skly a co
nejdiive po smiseni se na podnosu vlozi na 45 min do suSarny, vyhiaté na (125 + 1) °C.
Po vyjmuti ze suSarny se kddinky nechaji asi 10 min chladnout a obsah se opatrné ziedi vodou

pfiblizné na 70 ml.

Pfiprava mineralizatu — varianta B: Do 200ml odmérné banky se navazi (0,2 — 1,0) g pudy
s presnosti (£ 0,0001) g, pipetou se pfidda 20 ml dichromanu draselného (7) a sklopnym
davkovatem se opatrné piidd 20 ml koncentrované kyseliny sirové (2). Obsah se promicha
a banky se vlozi na 80 min do suSarny, vyhiaté na (125 + 1) °C. Soucasné se pfipravi dva slepé
pokusy, z nichz jeden se vlozi do susarny spolecné se vzorky a druhy se nechd stat volné
pii laboratorni teploté. Po vyjmuti ze susarny se baiiky nechaji vychladnout, doplni se vodou
po znacku a jejich obsah se dobfe promicha. Z tohoto zakladniho roztoku se pipetuje 20 ml

do titrac¢nich bangk a titruje se postupem uvedenym pod variantou B s vizualni indikaci.

Manualni titrace s vizudlni detekci konce titrace: Pfi vizualni indikaci bodu ekvivalence

se k mineralizatu v titracni bance pfidaji 2,5 ml kyseliny trihydrogenfosforecné (8) a 5 kapek
roztoku difenylaminu (10). Titruje se roztokem Mohrovy soli (5). Po celou dobu titrace

10
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je nezbytné roztok intenzivné michat. Svétle fialové zbarveni roztoku piejde jedinou kapkou

do Sedého zbarveni a tim je titrace ukoncena. Pfidanim dalsi kapky se objevi zelené zbarveni.

Manudlni titrace s biamperometrickou detekci konce titrace: Po zasunuti elektrod do titrovaného

roztoku se za stalého michani titruje roztokem Mohrovy soli (5) z byrety do trvalého prichodu
proudu. Proud na zacétku titrace je asi (50 — 75) pA. Po prvnich kapkach titracniho ¢inidla
(25 -50) pA a v bodé¢ ekvivalence je (150 — 200) pA. Pokud se hodnoty proudu lisi
od uvedenych, plati pro bod ekvivalence zména proudu o asi 60 pA. Schéma aparatury

jena obr. 1.

5__.13#3_4%__

Obr. 1. Schéma titrac¢ni aparatury (1 — zdroj napéti 1,5 V; 2 — par platinovych elektrod;
3 — mikroampérmetr; 4 — zkratovaci spina¢; 5 — byreta; 6 — kadinka s titrovanym roztokem;

7, 8 — laboratorni michacka).

Titrace na automatickém titrdtoru: Obsah kadinky se kvantitativné pfevede do titra¢ni nadobky

titratoru. Ta se umisti do titracniho stojanu, tim je zaroven do roztoku vzorku vloZena elektroda
a michadlo. Vzorek se za stalého michanti titruje roztokem Mohrovy soli (5). Koncovy bod titrace
vyhodnoti software pfistroje ze souboru namétfenych dat pomoci predem definované

vyhodnocovaci procedury dané metody.

11
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6.

Vypocet

Obsah oxidovatelného uhliku v % (w/w) se vypocte podle vztahu

Cox =(a—Db) x £x0,03/m

spotfeba odmérného roztoku Mohrovy soli (5) pii slepych pokusech (resp. primér jejich
hodnot), (ml),

spotieba odmérného roztoku Mohrovy soli (5) pii vlastnim stanoveni (ml),

faktor odmérného roztoku Mohrovy soli (5),

prepocitaci faktor za predpokladu, ze 1 ml odmérného roztoku Mohrovy soli (5)
odpovidé 0,3 mg Coy,

navazka vzorku (g) (varianta A) nebo alikvotni podil navazky (g) (varianta B). Vysledky
se zaokrouhluji na 2 desetinna mista.

Poznamky

4.

5.

Do kazde série je nutné zaradit alespon jeden interni referencni material se znamym obsahem C,,.

SpotFeba chromsirové sméesi na oxidaci, vyjadiend rozdilem spotreb odmerného roztoku Mohrovy
soli (a - b), nesmi byt vyssi nez 15 ml. Jinak je nutno zvolit vhodnéjsi navazku. Pri spinéni této
podminky je ucinnost oxidace, provedené popsanou metodou, (75 — 95) % veskerého organického
uhliku v zavislosti na kvalité organické hmoty. Navazku 0,2 g lze pouzit do obsahu 2,25 % C,,
navazku 0,1 g do obsahu 4,5 % C,,.

Pritbéh oxidace a reprodukovatelnost vysledkii zavisi mj. na dodrzeni teploty a casu. Vzorky se viozi
do suSdarny vyhiaté na (130 — 135) °C, teplota po viozeni chladnych vzorki klesne na pozadovanou
a je mozno odecist cas. Tento udaj se musi ovérit pro konkrétni susarnu. Teplota v susarné se musi
mérit v urovni vzorkit v kadinkach. Vhodna je susarna s nucenou cirkulaci vzduchu.

Na stanoveni maji viiv napr. CI, MnO, a Fe’”.
Vysledky vyjadiené v % C,, je mozné prepocitat na % humusu nasobenim uzancnim faktorem 1,724,
ktery vychdzi z predpokladu, ze huminové kyseliny obsahuji 58 % C. Tento predpoklad je ovSem

splnén pouze v omezeném poctu pripadii, nebot slozeni samotnych huminovych kyselin neni
konstantni. Vypoctena hodnota tedy ma orientacni charakter.

12
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STANOVENI Cox SPEKTROFOTOMETRICKY

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro vétSinu mineralnich pid s béznym obsahem a pfirozenym slozenim
organickych latek. Postup nelze pouzit pro pldy, které¢ obsahuji mineralni redukujici slou€eniny
(napt. CI', Fe*" apod.). Uzan&né plati, Ze obsah chloridii ve zkoumaném vzorku nemé prevysit

2 mg.

2. Princip

Oxidovatelny organicky vazany uhlik v zeminé se oxiduje nadbytkem roztoku dichromanu
draselného v prosttedi kyseliny sirové pti 135 °C. Zlutooranzovy dichromanovy ion se redukuje
na zelen& zbarveny Cr’’ ion. Intenzita zeleného zbarveni se méfi spektrofotometricky.

Pro kalibraci se pouZziva jako zékladni standard glukdza.
Rovnice popisujici d&j pfi oxidaci:

2(Cr,07)” +16H" + 3C > 3C0O, +4Cr" +8H,0
nebo

4CrO3 +6H,SO4 +3C > 3CO, +2Cry(S04); +6H,0

Poznamky

1. 2 mg chloridii ve vzorku odpovidaji zdanlivéemu obsahu oxidovatelného uhliku asi 0,7 mg.

2. Dichroman draselny je vysoce toxicka sloucenina. Je nezbytné dodrZovat prislusna opatieni
pro ochranu pracovnikii. Ddle je treba vénovat pozornost likvidaci odpadii s ohledem na ochranu
Zivotniho prostredi.

3. Pomiicky
1. Analytické vahy.

2. Mineraliza¢ni blok s otvory pro tuby. Blok musi umoZznovat regulaci teploty v rozsahu (135
+ 2) °C. Velikost tub a hloubka otvori bloku musi byt takova, aby hladina roztoku v tubé

po nadavkovani vSech komponent byla nejméné 10 mm pod hornim okrajem otvoru
13
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a vyska tub nad blokem nejméné 150 mm. Teplota se méfi uvnitt tuby. Aby bylo ohfivani
homogenni, museji byt obsazeny vSechny otvory v bloku (misto vzorkli se¢ mohou pouzit

tuby s 15 ml koncentrované kyseliny sirové).

. Vibrac¢ni michacka na tuby.

. Centrifuga.

. Automaticka pipeta.

Spektrofotometr vybaveny kyvetou o optické délce 10 mm s moZnosti méteni pii vinové délce
585 nm.

. Vodni lazen.

Chemikalie

. Roztok dichromanu draselné¢ho ¢(K,Cr,0O7) = 0,27 mol/l.

Ptiprava: 80 g dichromanu draselného se rozpusti ve vodé v 1000ml odmérné barice

a po rozpusténi se doplni po znacku.

. Glukéza bGZVOdé, C6H1206.

. Kyselina sirova, H,SO4, koncentrovana, p = 1,84 g/cm3 .

Pracovni postup

Navazka vzorku: Pro stanoveni se pouziva plda upravena na jemnozem II podle metody

30010.1. ProtoZe G¢innost oxidace miZe zaviset na navazce i v piipadé€, Ze dichroman zistane

stale v nadbytku, je tfeba navazku upravit podle tabulky 1.

Tabulka 1. Uréeni navazky vzorku podle ocekavaného obsahu uhliku.

Obsah uhliku (mg/kg)

0-40

40 - 80

80 —-160

160 — 400

> 400

Navazka (mg)

400 - 500

200 - 250

100 — 125

45-50

20-25

Oxidace: Prislusnd navazka vzorku se ptrevede do spalovaci tuby. Automatickou pipetou
se pfidd 5 ml roztoku dichromanu (1) a potom 7,5 ml kyseliny sirové (3). Obsah tuby

se opatrn¢ promichd za pouziti vibracni michacky. Tuby se umisti do mineralizacniho bloku

14
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vyhtatého na 135 °C. Zahtiva se 30 min. Po vyjmuti z bloku a ochlazeni na laboratorni teplotu
se opatrné za chlazeni na vodni lazni pfidd asi 50 ml vody. Objem tuby se kvantitativné
pievede do 100ml odmérné banky a baiika se doplni téméf po znacku. Po vytemperovani
se objem doplni po znacku. Obsah banky se po Upravé objemu peclivé promichd. Suspenze
se necha 60 min usadit a potom se ¢ast roztoku dekantuje do centrifuga¢ni zkumavky. Odstted’uje
se 10 min pti 2000 g. Pokud se v supernatantu i po odstiedéni vyskytuji pevné Castice, obsah
zkumavky se filtruje pfes vhodny filtr ze sklenénych vldken. M¢ti se pouze dokonale Ciry

roztok. Spolu se vzorky se pfipravuje nejméné jeden slepy pokus.

Ptiprava kalibracnich roztokl: Standardni roztoky se pfipravi rozpuSténim navazky glukozy

podle tabulky 2 v roztoku dichromanu (1) ve 100ml odmérnych batikach. Bailkky se doplni
po znacku roztokem dichromanu a peclivé promichaji. Z kazdého takto pripraveného roztoku
se pipetuje (5 = 0,05) ml do mineralizacnich tub, ptfida se 7,5 ml kyseliny sirové (3) a spolu
se vzorky se umisti do mineralizacniho bloku. Postup oxidace je jako u vzorkd, ale vynecha se

ptidavek roztoku dichromanu.

Tabulka 2. Kalibra¢ni roztoky glukozy ve dvojchromanovém roztoku.

Kalibra¢ni roztok ¢. 1 ) 3 4 5
Navazka glukozy (g) 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Obsah uhliku v 5 ml 0 5 10 15 20

Méieni: Méii se absorbance dokonale Cirych roztokt v kyveté o optické délce 10 mm pfi vinové
délce 585 nm v pofadi: kalibracni roztoky, slepy pokus, vzorky. Z hodnot absorbanci
kalibra¢nich roztokl a pfislusného obsahu uhliku se podle tabulky 2 sestroji kalibracni graf,

ze kterého se odectou hodnoty pro jednotlivé vzorky.

Poznamky
3. Merit se musi nejpozdeji do druhého dne, protoze stanim roztoku dochdzi k dalsim barevnym zménam.

4. Kalibracni roztoky se mohou pripravit redenim nejvyssiho kalibracniho roztoku roztokem
dichromanu.

15
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6. Vypocet
Obsah oxidovatelného uhliku pfepocteny na susinu se vypocte podle vztahu

Cox = (a/m) x (100 + w)/100

Cox  obsah oxidovatelného uhliku (g/kg),

obsah organického uhliku v navazce vzorku (mg),

navazka vzorku (g),

obsah vody (%), w/w, vztazeny na obsah susiny pidy stanoveny podle ISO 11465.

£8°®

Stanoveni obsahu organické hmoty
OM =1 x Cox

OM  obsah organické hmoty (g/kg),

f konverzni faktor. Vysledky vyjadiené v % Cox je mozné piepocitat na % humusu
nasobenim uzan¢nim faktorem 1,724, ktery vychazi z ptredpokladu, Ze huminové kyseliny
obsahuji 58 % C. Tento piedpoklad je ovSem splnén pouze v omezeném poctu piipadd,
nebot’ slozeni samotnych huminovych kyselin neni konstantni. Vypoctena hodnota tedy
ma orientacni charakter.

Poznamky

5. Do kazdé série je nutné zaradit nejméné jeden interni referencni material (IRM) se znamym obsahem
Cox

6. Vriiznych pudnich vzorcich se touto metodou oxiduje asi 95 % celkového pritomného uhliku.

Literatura

1. ISO 14235 Soil Quality — Determination of organic carbon in soil by sulfochromic oxidation.

International Organization for Standardization, 1998.
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STANOVENI GLOMALINU V PUDACH BRADFORDOVOU METODOU

1. Rozsah pouziti

Metoda je urcena pro stanoveni glomalinu v zemédé€lskych a lesnich ptdach. Uvedeny postup

slouzi jako referencni metoda pro kalibrace NIRS.

Poznamky
1. Jelikoz v pudich CR dochdzi k postupnému snizovani obsahu a degradaci organické hmoty,
Jje zapotrebi sledovat parametry kvality pudy, které oviiviuji jeji odolnosti proti vétrné nebo vodni

erozi. Obsah glomalinu predstavuje jeden z pristupii k této problematice.

2. Glomalin je glykoprotein, sacharidovo-proteinova slozka, ktera podminuje vystavbu pidy a jeji

struktury. Vytvari ho arbuskularni mykorhitické houby, které Ziji uvniti korenii rostlin a v okolni pudeé.
Je jednim z ukazatelii kvality organické hmoty pudy. Spojuje jednotlivé pudni castice dohromady
a zlepsuje schopnost pudy zadrzet v krajiné vodu a Ziviny.

2. Princip

Pida se extrahuje roztokem citronanu sodného, extrakce se provadi v autoklavu pii pH 8,

v pfipad¢ vyssiho obsahu se extrakce opakuje 1 vicenasobné.

3. Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Citronan sodny (C¢HsNa3zO7 . 2H20).
2. Citronan sodny (C¢HsNa3O7 . 2H>0), ¢ (CsHsNazO7 . 2H>0) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: V asi 400 ml vody (3) se rozpusti 14,705 g citronanu sodného (1) a doplni
na objem 1000 ml.

3. Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovand).

4. Kit pro stanoveni proteinti, Bio-Rad Protein Assay, 600-0005, Bio-RAD, USA.

17
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4, Piistroje a pomucky

1. Analytické vahy.

2. Autoklav.

3. Centrifuga.

4. Mikrodestickovy fotometr (napf. Versamax, Molecular Devices, USA).
5. Ttepacka mikrodesticek.

6. Filtra¢ni papir Whatman #1.

7. Mikrodesti¢ky, 96-jamkové.

3. Pracovni postup

Extrakce: Do autoklavovatelné centrifugacni zkumavky se navazi 1 g pidy a piida se 8 ml roztoku
citronanu sodného (2). Autoklavuje se 60 min pii 120 °C. Poté se vzorky odstiedi 15 min pii 3800
ot./min a supernatant obsahujici glomalin se odd¢€li (uchovéva se pti 4°C). Ptida se 80 ml roztoku
citronanu sodného (2) a cely proces se opakuje, dokud nema supernatant stalou slamovou barvu
(max. 8 x, v ptipad¢ lesnich pd az 11 x). Vysledny objem se stanovi pomoci odmérného valce,
hodnota se vyuziva pii piepo¢tu obsahu glomalinu z pg/ml (naméfena hodnota) na mg/g (hodnota

glomalinu v pide).

Meéfeni: Stanoveni koncentrace proteinli v roztoku je zaloZeno na Bradfordové metodé za pouziti
komeréniho kitu Bio-Rad Protein Assay od firmy Bio-RAD. K pfipravé kalibracni kiivky
v rozsahu (0 — 300) pg/ml se pouZiva bovinni sérum albumin (BSA). Analyza se provadi podle
instrukci vyrobce. Ke 4 ml zasobniho roztoku reakéniho ¢inidla, Dye Reagent Concentrate,
se pfidd 16 ml vody (3). Roztok se promicha a zfiltruje pfes filtr Whatman #1. Tento pracovni
roztok Cinidla se piipravuje vzdy Cerstvy. Do jamky mikrodesticky se pipetuje 10 pl standardu
nebo vzorku, vzdy ve tiech opakovanich a ptida se 200 ul pracovniho roztoku reakéniho ¢inidla.
Po napipetovani se roztoky promichaji 30 s na tiepacce mikrodesticek pfi frekvenci
600 kyvi/min. Mé&fi se pii 595 nm ihned po promichéni a poté kazdych 5 min az do 45. min.
Koncentrace proteinli se stanovi vypoctem =z kalibra¢ni kifivky ziskané linearni regresi

s kvadratickym ¢lenem. Po skonceni méfeni jsou hodnoty koncentraci vyneseny do grafu s cilem

18
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zjistit stabilitu zbarveni. Pro hodnoceni se vezmou data z 15. min, pokud doslo k ndahlému

vzestupu absorbance diky vzniku sraZeniny, pouziji se data z pfedchoziho méteni. U vzorka

lesnich ptd je potieba vyluhy pied stanovenim nafedit roztokem citronanu sodného (2) (3 x).

6. Vypocet
C = (A x B)/1000

C obsah glomalinu v ptd¢ (mg/g),

A naméieny obsah glomalinu (pg/ml),

B vysledny objem supernatantu (ml).

Literatura

1. Janos D.P., Garamszegi S., Beltran B, (2008): Glomalin extraction and measurement, Soil
Biology & Biochemistry 40 (2008) 729-729, Department of Biology, University of Miami

2. Vondragkova S., (2008): Americky vyzkum vyskytu a piisobeni glomalinu v padé.
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STANOVENI BAREVNEHO KVOCIENTU Q4/Qs

1. Rozsah pouziti

Stanoveni je vhodné pro plidy upravené podle postupu 30010.1. Existuje pritkazna korelace mezi
barevnym kvocientem Qa6 a pomérem huminovych kyselin k obsahu fulvokyselin (HK:FK).

Zjisténé zavislosti 1ze vyuzit k hrubému hodnoceni jakosti humusovych latek.

2. Princip

Huminové a fulvové kyseliny obsazené v pudé barvi pyrofosfatovy alkalicky pidni vyluh.
Intenzita zbarveni se méti spektrofotometricky pii 465 nm a 665 nm a barevny kvocient Qs

se stanovi jako pomér absorbanci extrak¢niho roztoku 465 nm/665 nm.

3, Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Demineralizovana voda.
2. Pyrofosfore¢nan sodny dekahydrat, NasP>0O7. 10 H>O.
3. Hydroxid sodny, NaOH.
4. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.
Ptiprava: Ve 30 ml vody (1) se rozpusti 2 g NaOH (3) a upravi se na vysledny objem 50 ml.
5. NasP»07, extrakéni roztok, ¢ = 0,05 mol/l.

Ptiprava: V asi 600 ml vody (1) se rozpusti 22,3 g pyrofosforecnanu sodného (2). Je-li
potieba, upravi se na pH 12 pomoci IM NaOH (4). Doplni se vysledny objem 1000 ml.

4. Pristroje a pomucky
1. Analytické vahy.

Rotacni ttepacka.
Centrifuga.

UV-VIS spektrofotometr.

e B W N

pH metr.
20
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5. Pracovni postup

Extrakce: Do uzaviratelné plastové nadobky o objemu 200 ml se navazi 5,0 g upraveného ptdniho
vzorku (jemnozem I). Davkovacim zafizenim nebo odmérnym valcem se piida (100 = 0,5) ml
extrakéniho roztoku (5) a po uzavieni se extrahuje na rotacni tfepacce 60 min. Po extrakci
se suspenze pievede do centrifugacnich zkumavek a odstied'uje se 15 min. pfi 3800 ot./min.

Ptipravené pidni vyluhy musi byt pfed méfenim na spektrofotometru ¢iré.

a 665 nm. Pokud je absorbance pii 465 nm pftili§ vysokd (> 1,3), pidni vyluhy se natedi
extrakénim roztokem (obvykle 5 x, 10 x, pfip. 20 x) a méfi opakované. Ze ziskanych hodnot

absorbanci se vypocitad hodnota barevného kvocientu Quys.

6. Vypocet
Qu/6 = Ad65/As6s

As65/Ac6s pomér absorbance méfené pii 465 a pii 665 nm.

Poznamky
1. Pomer zemina : extrakcni cinidlo je 1 : 20 (w : v).

2. Cim vyssi hodnota barevného kvocientu, tim horsi je kvalita humusu. Pravdépodobnou hranici mezi
kvalitnim a nekvalitni humusem je hodnota Qus okolo 4.

Literatura
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Tabulka €. 1. Zavislost poméru HK : FK na barevném kvocientu Quss.

Qa6 HK/FK | Qu/s HK/FK | Qus HK/FK
3,0 1,55 5,0 0,51 7,0 0,24
3,1 1,44 5,1 0,49 7,1 0,24
3,2 1,35 5,2 0,47 7,2 0,23
3,3 1,26 5,3 0,45 7,3 0,22
3.4 1,18 5,4 0,43 7,4 0,21
3,5 1,11 5,5 0,41 7,5 0,21
3,6 1,04 5,6 0,40 7,6 0,20
3,7 0,98 5,7 0,38 7,7 0,20
3,8 0,92 5,8 0,37 7,8 0,19
39 0,87 5,9 0,35 7,9 0,19
4,0 0,83 6,0 0,40 8,0 0,18
4,1 0,76 6,1 0,33
472 0,74 6,2 0,32
43 0,71 6,3 0,31
4.4 0,67 6,4 0,30
4,5 0,64 6,5 0,29
4,6 0,61 6,6 0,28
4,7 0,58 6,7 0,27
4,8 0,55 6,8 0,26
49 0,53 6,9 0,25

zavislost: y=17,2 x>

Tabulka €. 2. Priklady barevnych kvocienti Qu/6 vyextrahovanych z ornic (podle Pospisila).

Pidni * y [limerizovana | Glejova
y . Cernozem | Hnédozem . .
predstavitel puda puda
Quss 1,L1-1,4 3,0-5,6 3,8-5,6 4,6
Pudni * 1 1\ 7ni pida | Nivni pada | Hnédd pida | Podzol
predstavitel p P p
Quss 3,8 4,6 -17,0 3,0-5,6 4,6
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STANOVENI ORGANICKEHO UHLIKU A CELKOVEHO DUSIKU
V PUDNICH EXTRAKTECH ELEMENTARNI ANALYZOU

I. Rozsah pouziti

Postup se pouziva pro stanoveni horkou vodou extrahovatelného ptidniho C a N a pfi stanoveni C
a N pudni mikrobidlni biomasy (MBC, MBN) po extrakci pidnich vzorkli roztokem siranu
draselného (¢ = 0,5 mol/l). Postup byl ovéfen pro minerdlni pidy a pro pidy organickych

horizontl lesnich pud.

2. Princip

Stanoveni je provadéno na analyzidtoru CN v roztoku, po odstranéni karbonati kyselinou

chlorovodikovou, spalovanim pii 800 °C.

CO; se stanovi na NDIR detektoru, N pomoci chemodetektoru nebo chemiluminiscenéniho
detektoru, v zavislosti na typu a vybaveni pfistroje. Pro vyhodnoceni obou stanoveni se pouziva

metoda kalibra¢ni kiivky.

3. Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Kyslik, Oz, 99,995 %.
2. Hydrogenftalat draselny, CsHsKOas.

Ptiprava: Sklenéna vysousSecka s asi 10 g hydrogenftalatu draselného se susi v suSarn¢ 2 h
pii (105 = 2) °C. Poté se uzavie vickem a umisti do exsikdtoru. Po ochlazeni

je hydrogenftalét draselny piipraven k pouZiti.
3. Siran amonny, (NH4)2SOs.

Ptiprava: Sklenénd vysouseCka s asi 10 g siranu amonného se suSi v susarné¢ 2 h
pti (105 £2) °C. Poté se uzavie vickem a umisti do exsikatoru. Po ochlazeni je siran

amonny pripraven k pouZiti.

4. Zasobni smésny kalibra¢ni roztok C (¢ = 2500 pg/ml) a N (¢ = 1000 pg/ml).
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Ptiprava: Ve vod¢ se rozpusti 1,32840 CgHsKOs (2) a 1,1792 g (NH4)2SOs4 (3)
a po prevedeni roztoku do 250ml odmérné baiiky se vodou doplni po znacku.

5. Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCl) =2 mol/l.

Ptiprava: 183 ml HCI (35%) se piida do vody, pfevede do 1000ml odmérné banky

a po vytemperovani se doplni po znacku.
6. Siran draselny, K2SOs.

Koncentrace zavisi na fedéni vzorkl. Protoze roztok siranu draselného pouzitého
pro extrakci C a N (¢ = 0,5 ml/l) pfi stanoveni MBC/MBN zasoluje katalyzator a tim
zkracuje jeho Zivotnost, doporucuje se vzorky tedit vodou. Vysledné koncentraci odpovida

koncentrace siranu draselného pouzitého pro pripravu kalibracnich standardi.

7. Voda (deionizovana, demineralizovand nebo destilovana). Experimentalné je tfeba ovéfit

koncentraci C vzhledem ke koncentracim ve vzorcich.
4, Pristroje a pomiicky
1. Analyzator C a N v roztoku s automatickym davkovacem.

2. Automaticka pipeta, (20 — 200) pl.
3. Michadélka.

5. Pracovni postup

Kalibrace: Podle tabulky 1 se pfipravi fada smésnych kalibracnich roztoki C a N. Vychozi roztok
ma koncentraci ¢(C) = 2500 pg/ml a ¢(N) = 1000 pg/ml. Pro piipravu roztoki se pouzije voda (7)

nebo roztok siranu draselného (6), podle extrakce.
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Tabulka 1. Pfiprava smésnych standardii C a N.
Pipetovany Pipetovany | Vysledny objem Kalibraéni Kalibraé¢ni
roztok objem roztok C roztok N
(ug C/ml)! (ml) (ml) (ug/ml) (ug/ml)
2500 10 250 100 40
100 35 50 70 28
100 25 50 50 20
100 15 50 30 12
100 10 100 10 4
10 25 50 5 2
10 15 50 3 1,2
10 5 50 1 0,4
10 5 100 0,5 0,2

koncentrace C.

Meéfieni: Pro méfeni se pouZije rozsah kalibrace v zavislosti na pfedpokladané koncentraci C a N
ve vzorcich. Do vialek vhodnych pro dany typ analyzatoru se napipetuji standardy a analyzované
roztoky. Prtida se HCI (5) tak, aby pH mélo hodnotu 2. Do vialek se vloZi michadélko a roztoky
se pfed méfenim promichédvaji 3 min za soucasného probublavani kyslikem. Okyselenim dochazi

k odstranéni karbonati. Na zacatek a na konec serie se vklada 3 az 5 vialek s vodou kvuli

Jedna se o smésny roztok (C, N), pro piehlednost je v prvnim sloupci uvedena pouze

proplachnuti. Mezi vzorky je rovnéz vhodné pribézné vkladat vialky s vodou jako kontrolu.

Spalovani probiha pii 800 °C. Objem analyzovaného roztoku a parametry zpracovani signéalu

zavisi na typu pfistroje.

Poznamky

1. Pri pouziti 5 ml roztoku se pipetuje 26 ul HCI (5) k dosazeni pH 2.
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6. Vypocet

Nejprve se zkontroluje signifikantnost kvadratického Clenu kalibrac¢ni kiivky a v zévislosti
na vysledku se zvoli odpovidajici kalibracni model. Nasledn¢ se z kalibrac¢ni kiivky odectou

koncentrace C a N v roztoku vzorku a podle niZe uvedeného vztahu se pfepoctou na navazku.
w X m
V+ 00

m

Cm obsah extrahovatelného oxidovatelného uhliku (pg/g) v pidnim vzorku, prepocteny

na susinu,
Cv koncentrace oxidovatelného uhliku v extraktu odectena z kalibracni kiivky (ng/ml),
Vv objem extrakéniho ¢inidla (ml),
m navazka suché pudy (g), kterd odpovida dané navazce Cerstvé pudy,
w pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché pudy (%).

Stejny piepocet jako pro C plati pro N.
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EXTRAKCE UHLIKU Z PUDY VODOU A HORKOU VODOU

1. Rozsah pouziti

Uvedeny postup se pouziva pro extrakci labilni frakce pidni organické hmoty vodou
za laboratornich podminek (WSC, water soluble C) a pfi teploté 80 °C (HWSC, hot water soluble
C). V prvnim piipad€ se ve stejném vyznamu pouzivad termin rozpustény C (DOC, dissolved

organic carbon). Postup byl ovéfen pro mineralni pady.

2. Princip

Pidni vzorek se tiepe s vodou pfi laboratornim teploté, odstiedi, dekantuje a roztok se filtruje
(0,45 um). Ve filtratu se stanovi celkovy uhlik (WSC). K ptidé¢ po dekantaci se ptida voda a piidni
suspenze se inkubuje 16 h pi1 80 °C. Poté se vzorek odstfedi, dekantuje a ve filtratu (0,45 pm)
se stanovi celkovy C (HWSC).

3, Chemikalie

—_—

. Voda (deionizovand, demineralizovand nebo destilovana)

4, Pristroje a pomiicky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (20 + 2) °C, s tiepackou (250 kmitd/min).
2. Vodni lazen s teplotou udrzovanou na (80 + 2) °C.

3. Centrifuga s rotorem pro zkumavky (6).

4. Vortex

5. Sestava pro membranovou filtraci vyvéva (ndlevka pro membranovou filtraci pro filtry

o pumeéru 50 mm, odsavaci baitkka, membranova vyvéva).
6. Zkumavky centrifugaéni, 85ml, se Sroubovacim vickem.
7. Kadinky, 250 ml.

8. Nitrocelul6zové membranové filtry, primér 50 mm, velikost pérd 0,45 pm. Je tieba

se vyhnout dlouhodobému skladovani, které vede k uvolnéni latek, které zvysujici pozadi.
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5. Pracovni postup

Vodou extrahovatelny C (WSC): Do centrifugacni zkumavky se ve tfech opakovanich navazi

takové mnozstvi vzorku, které¢ odpovida 3 g pudy v susiné. Ke vzorku se ptidda 30 ml vody
a vznikla suspenze se extrahuje 30 min na tfepacce pii 20 °C a pfi frekvenci 250 kyvi/min. Poté
se suspenze centrifuguje 20 min pii 5500 g. Supernatant se dekantuje a zfiltruje pfes membranovy
filtr do kadinky. Filtrat se skladuje v ledni¢ce, pokud bude analyza probihat béhem nasledujicich

dvou dnt, jinak se zamrazi (—20 °C). Paraleln¢ se ve tfech opakovanich zfiltruje 30 ml vody jako

blank.

Horkou vodou extrahovatelny C (HWSC): K sedimentu ve zkumavce se prida dalSich 30 ml vody

a vzorek se vortexuje (1200 kmitii/min) do vytvofeni suspenze. Poté se inkubuje na vodni lazni
16 h pti 80 °C. Po skonceni inkubace se opakuje vortexace (10 s), centrifugace a filtrace. Filtrat

se skladuje v ledni¢ce, pokud bude analyza probihat béhem nasledujicich dvou dni, jinak

se zamrazi (—20 °C).

6. Vypocet

w X m
B o VT T00
WSC (ug-g™) = C (ugml™) X ————

WSC (pg.g1) obsah vodou extrahovatelného oxidovatelného uhliku v pidnim vzorku pfepocteny

na susinu,

C (ug.ml1t)  koncentrace oxidovatelného uhliku v extraktu odectend z kalibracni kiivky,

\Y objem extrakéniho ¢inidla (ml),

m navazka suché ptidy (g), které odpovida dané navazce Cerstvé pidy,

w obsah vody vyjadfeny jako procentudlni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché
pudy.

Vypocet HWSC se provadi podle stejného vzorce jako WSC.
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HUSTOTNI FRAKCIONACE PUDNI ORGANICKE HMOTY

1. Rozsah pouziti

Uvedeny postup se pouziva pro fyzikalni, jmenovité hustotni separaci lehké a tézké frakce ptidni
organické hmoty roztokem polywolframanu sodného (SPT, Sodium Polytungstate)

za laboratornich podminek. Postup byl ovéfen pro minerdlni ptdy.

2. Princip

Piidni vzorek se tiepe s roztokem polywolframanu sodného (hustota = 1,850 g/cm?), centrifuguje
se, necha se stat a plovouci lehka frakce se pfemisti na filtr (0,7 pm), kde se promyje vodou
a vysu$i. Tézka frakce na dn€ zkumavky se promyje vodou a vysusi. Nasledné se jak v lehké

frakci, tak v tézké frakci stanovi obsah organického uhliku (TOC).

3. Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Polywolframan sodny, 3Na;WO4.9WO.3H,0 (hustota = 1,850 g/cm?).

Ptiprava: Na piipravu 348 ml (12 zkumavek) se rozpusti 365,8 g polywolframanu
sodnéhov 285,1 ml vody (2). Podle potteby se dale ptidava voda (2) ¢i polywolframan sodny,
dokud se nedosahne hustoty roztoku 1,850 g/cm?.

2. Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

Poznamky

1. Vyrobce polywolframanu sodného.: TC-Tungsten Compounds GmbH, Némecko; kat. ¢. SPT0

4, Pristroje a pomiicky

1. Horizontalni tfepacka (180 kmitd/min).
2. Centrifuga s rotorem pro zkumavky (6).
3. Hustomér (rozpéti 1,800 — 1,900 g/cm?).

4. Horkovzdusna suSarna.
30
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5. Sestava pro membranovou filtraci pro filtry o priméru 50 mm.

Zkumavky centrifugacni, 50 ml, s vickem.

-

Membranové filtry ze sklenénych vldken, primér 50 mm, velikost p6rti 0,7 pm.
8. Petriho misky.
9. Odmérny valec pro méteni hustoty SPT.

10. Nerezové sito s primérem oka 0,25 mm.

3. Pracovni postup

Do predem zvazené centrifugacni zkumavky se ve dvou opakovanich navazi 10 g suché a proseté
(2 2 mm) pady. Ke vzorku se ptida 25 ml roztoku SPT (1) a vznikla suspenze se tfepe 30 min
na ttepacce pii laboratorni teploté a pfi frekvenci 180 kmitl/min. Poté se suspenze centrifuguje
30 min pii 1500 g. Material ulp€ly na vicku a sténach zkumavky se splachne 4 x 1 ml roztoku
SPT zpét do zkumavky, hrdlo zkumavky se otie bunicitou vatou, zkumavka se uzavie a necha stat
24 h. Plovouci lehka frakce se opatrné sesbira 1Zickou na zvaZeny membranovy filtr, supernatant
se rovnez opatrné slije na filtr a nasledné se lehka frakce promyje 100 ml vody (2). Prosly filtrat
(tj. SPT) se sbira za ticelem recyklace. Sediment na dné zkumavky (té¢zka frakce) se resuspenduje
v 25 ml vody (2) a centrifuguje 3 min pii 2000 g. Supernatant se vylije a sediment se opét
resuspenduje, tento proces se opakuje celkem 4 x. Nasledné se tézka frakce a lehka frakce
spole¢né s membranovym filtrem susi v susarné 24 h pii 60 °C a zvazi se. T¢zka frakce se 1zickou
vySkrabe ze zkumavky, poté se podrti nebo pomele, a nasledné proseje pres sito (2 0,25 mm).
Lehka frakce se jen opatrné seSkrabne do zvazené porcelanové lodicky. U obou frakci se metodou

suchého spalovani pti 1100 °C stanovi obsah celkového organického uhliku (TOC).

Poznamky
1. Hmotnost membrdanového filtru se po 24 h suSeni pri teploté 60 °C nemeni.

2. Pokud pri vakuovém odsavani lehké frakce ziistane na sténdach zkumavky ulpéely materidl, pouZije se
plastova Spachtle k jejimu mechanickému odstranéni.

3. Privakuoveé filtraci dochazi pomérne rychle k promaceni membranoveho filtru, a tim ke ztraté lehké
frakce Ci jeji kontaminaci, proto je nutné provest tuto operaci co nejrychleji.

4. Pri pouziti precisteného SPT je nutné zndt jeho miru znecisteni uhlikem.
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STANOVENI VYBRANYCH PARAMETRU PUDNI ORGANICKE HMOTY
METODOU NIRS

1. Rozsah pouziti

Metoda je urCena pro stanoveni oxidovatelného uhliku Cox, celkového obsahu dusiku Ntot

a celkového organického uhliku TOC, glomalinu a barevného kvocientu Q4/Qs ve vzorcich pud.

2. Princip

Vzorky pud se méfi metodou NIR spektroskopie v blizké infraervené spektralni oblasti
(4000 — 10000) ecm™, tj. (1000 — 2500) nm s reflektan¢ni detekci. Stanovené parametry
se vyhodnocuji matematickymi statistickymi postupy z kalibraéniho modelu. Kalibra¢ni model
pro urcity parametr vyjadiuje miru korelace mezi vysledky ziskanymi NIR metodou a laboratorni
referen¢ni metodou (LRM). Méfeni probihd v pevném vzorku, ktery se pfed méfenim predupravi
suSenim pii laboratorni teploté, mletim a dikladnou homogenizaci. Schéma NIR analyzy

je znazornéno na obrazku 1.

3. Pristroje a pomiicky
1. Spektrometr méfici v blizké infracervené spektralni oblasti NIR (FT-NIR).
2. Kfremenna méfici kyveta o vhodném priméru.

3. Laboratorni hmozdifovy mlyn na zeminy (napt. Retsch RM 200 nebo obdobny).

4. Pracovni postup

Ptiprava vzorka: Metoda NIR spektroskopie nevyzaduje specialni ptipravu vzorka, ale museji byt

dodrzeny urcité presné postupy pro suseni, mleti a homogenizaci vzorkl. Zplsob upravy redlnych
vzorkll musi byt totoZzny s postupy, které byly pouzity pfi tvorbé kalibra¢nich modeld. Vzorky
pud se susi pfi laboratorni teploté. Deaglomeruji se na laboratornim mlynku pro zeminy s vystupni
velikosti ¢astic 2 mm. Nasledné se upravi mletim na vhodném mlynku s prosatim ptes sito
o velikosti ¢astic 0,25 mm. Upravené a pomleté vzorky se pred vlastnim méfenim dikladné

promichaji, aby bylo dosazeno maximalni homogenity vzorku.
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Kalibrace: Z dostate¢né rozsahlého souboru métfenych vzorkii se vytvoii kalibra¢ni rovnice
(model), ktery kvantifikuje vztah mezi informaci NIR absorpce a hodnotou stanovenou
laboratorni referenéni metodou. Pro vytvofeni vhodného NIR kalibra¢niho modelu je potieba

méteni nejméné 60 vzorkt ptd.

Vysledky méfeni neznamych vzorkli se vyhodnocuji softwarové s pouzitim matematickych
a statistickych postupii aplikovanych na vytvotrené prislusné kalibra¢ni modely pro danou matrici
a parametr. K vyhodnocovani ziskanych spektralnich dat se pouziva vhodny vyhodnocovaci
software. Naméfend NIR spektra jsou v tomto programu uloZena a nasledné je mozné

k jednotlivym vzorkim pfifadit laboratorni referen¢ni hodnoty.

Kalibrace jsou zpracovany vhodnou regresni metodou, napt. PLS. Déle se pouZivaji rGzné
matematické pravy snimanych spekter, jako napt. derivace, korekce rozptylu zateni SNV a vybér
vhodnych vlnovych délek tak, aby byly ziskdny co nejkvalitn€j$i regresni charakteristiky

kalibra¢niho modelu.

Validace a ovéfeni kalibraéniho modelu: Ke kontrole kalibra¢niho modelu a ovéfeni predikéni

schopnosti daného modelu se pouzivd metoda pti¢né validace (cross validation), ktera poskytuje
optimalni pocet latentnich proménnych (hlavnich komponent). Predikéni schopnosti vytvotrenych
kalibracnich modelii se ovéfi porovnanim laboratorni referencni metody a NIR metody
na testovanych vzorcich, které nejsou zahrnuty do vyvoje kalibra¢niho modelu. Predikci
neznamych vzorki, které nejsou soucésti kalibracniho modelu, je nutné provadét v souladu

s valida¢nimi parametry stanovenymi pro danou metodu.

Me¢éfteni vzorkd na NIR spektrometru: Pfed méfenim vzorki se pfistroj nastavi podle doporuceni

vyrobce. NIR spektra upravenych vzorkd se snimaji v kiemennych kyvetach o priméru
napf. (2 — 5) cm. Upraveny a dokonale promichany vzorek se rovnomérné nadavkuje do méfici
kyvety v takovém mnozstvi, aby bylo mozné kyvetu uzavtit. Vzorek se musi nadavkovat tak, aby
pokryval celou plochu kyvety a aby se neobjevovaly vzduchové mezery mezi ¢astmi vzorku, které
by mohly negativné ovlivnit spravnost méteni. Takto nadavkovany vzorek se umisti do méfici
Casti pfistroje a nasnima se jeho NIR spektrum. VSechna NIR méfeni se provadéji v rezimu

reflektance. Kazdy vzorek se méii dvakrat (ve dvou kyvetach).
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Vysledky stanoveni se uvadéji v %.

Obr. 1. Schéma NIR analyzy.
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Poznamky

1. Neznamé vzorky se méri nejméné ve 2 paralelnich stanovenich. Pokud hodnota paralelniho stanoveni
prekroci opakovatelnost metody NIR spektroskopie uvedenou v tabulce 1, je nutné méreni opakovat.

2. Opakovatelnost méreni NIRS je pro vSechny mérené parametry 10 % rel.
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STANOVENI UHLIKU A DUSIKU ELEMENTARNI ANALYZOU

1. Rozsah a ucel

Postup je urcen pro stanoveni celkového obsahu dusiku a uhliku a pro stanoveni obsahu

anorganického uhliku a celkového organického uhliku v ptdé.

2. Princip

Ve vzorku se stanovi celkovy obsah dusiku (TN) a uhliku (TC) po spaleni pii vysoké teploté
v proudu kysliku viz obrazek 1. Celkovy obsah anorganického uhliku (IC) se ze vzorku uvolni
plusobenim kyseliny fosfore¢né viz obrazek 2. Hodnota celkového obsahu organického uhliku
(TOC) se ziska jako rozdil namétenych hodnot (TC - IC). Pro méfeni dusiku se pouzivéa teplotné

vodivostni detektor (TCD), pro uhlik nedisperzivni infracerveny detektor (NDIR).

3. Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovand).

2. Kiyslik, Cistota 99,995 %.

3. Helium, cistota 99,996 %.

4. Uhlic¢itan vapenaty, CaCOs, sraZeny p.a., Reag. Ph Eur.

5. Kyselina fosfore¢na, HiPO4, 85 %, p = 1,7 kg.dm™

6. Kyselina fosfore¢na ziedénda, H3PO4 — pfiblizne 20 %.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se k asi 500 ml vody (1) ptida 250 ml H3PO4 (5).

Po vytemperovani se barika doplni po zna¢ku vodou (1) a promicha.
7. Kyselina ethylendiaminotetraoctova, (EDTA), C10H16N20:s.
8. Sacharoza, C12H2201.

9. Chemikalie pro pfistroj (napi. Primacs SNC100 firmy Skalar), dodavéano jako sada vyrobcem.
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Poznamky

1. Poucziti standardnich matricnich vzorkii a kalibracnich zakladnich standardnich latek zavisi na typu
pouzivaného pristroje.
4, Pristroje a pomiicky

1. Pfistroj uréeny pro elementarni analyzu, (napf. PRIMACS 100, Skalar B.V., Breda,

Nizozemi).

2. Analytické vahy s pfesnosti 0,1 mg, piipadné mikrovahy s piesnosti 0,01 mg, podle navazky

vzorku.
3. Planetovy achatovy mlynek (napt. RETSCH PM 100 nebo obdobny)
4. Achatova treci miska
5. Postup
Stanoveni celkového obsahu uhliku (TC) a dusiku (TN)

Kalibrace pfistroje: Do 4-10 keramickych kelimki se navazi naptiklad 0-10-20-40-60-80-160 mg

EDTA (7), kelimky se vlozi do zasobniku pfistroje a spali pii vysoké teploté v proudu kysliku,
vzniklé plyny se nasledné pfivedou na pfislusny detektor. Pocet kalibracnich bodi a rozsah
kalibrace se zvoli s ohledem na pfedpokladané koncentrace stanovovanych prvkii v neznamych
vzorcich. Je mozné rozdélit kalibra¢ni kiivku do dvou koncentrac¢nich rozsahi. Obsahy C a N
v nejvysSim bodé kalibracni kiivky pak nesmi piekrocit maximalni hodnotu danou vyrobcem
ptistroje. Pomoci softwaru se vyhodnoti kalibra¢ni kiivky, které se pouziji pro stanoveni obsaht

prvka N a C v neznamych vzorcich.

Meéieni vzorkli: Do keramickych kelimkl se podle ocekdvaného obsahu dusiku a uhliku navazi

50 — 1000 mg vzorku, kelimky se vlozi do karuselu. Po spusténi analyzy se vzorky spali pti vysoké
teploté v proudu kysliku a obsahy dusiku a uhliku se vyhodnocuji metodou externi kalibracni

ktivky. Vysledky se vyjadiuji v hmotnostnich %.
Stanoveni obsahu anorganického uhliku (IC)

Kalibrace pfistroje: Do sklenénych kelimka se navéazi 0-10-20-40-80 mg CaCOs (4). Kelimky
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se vlozi do zasobniku pfistroje. Piistroj automaticky ptida 4 ml 20% H3PO4 (6) a postupné zvySuje
teplotu na (150 £ 2) °C. Dochéazi k rozkladu karbonatti a uvolnény CO; je nosnym plynem veden

do NDIR detektoru.

Meéfteni vzorkia: Sklenény kelimek s navazkou 50 — 400 mg vzorku, ktery je zvlh€en asi 2 ml vody

(1), se vlozi do pfistroje. Pristroj automaticky ptida 4 ml 20% H3PO4 (6) a postupné zvysSuje
teplotu na (150 + 2) °C. Dochdzi k rozkladu karbonatli a uvolnény CO:> je nosnym plynem veden
do NDIR detektoru. Obsah anorganického uhliku se vyhodnocuje metodou externi kalibra¢ni

kiivky. Vysledkem je obsah anorganického uhliku (IC) v hmotnostnich procentech.

6. Vypocet a vyjadreni vysledkii

Stanoveni celkového obsahu uhliku (TC), dusiku (TN) a anorganického uhliku (IC) vyhodnocuje

software pfistroje a uvadi se v jednotkdch hmotnostnich %.

Stanoveni celkového organického uhliku (TOC) v hmotnostnich % ptivodniho vzorku se vypocte

podle vztahu:
TOC=TC-IC

TC  obsah celkového uhliku ve vzorku (%),
IC obsah anorganického uhliku ve vzorku (%).

Pro vyjadieni obsahu TC, TN, IC a TOC v hmotnostnich % suSiny se pouzije vztah:

A4, 100
A = %

As obsah TC nebo TN nebo IC nebo TOC v susin€ vzorku (%),
Ap obsah TC nebo TN nebo IC nebo TOC v ptivodnim vzorku (%),
S suSina puvodniho vzorku (%).

Poznamky

2. Chemikalie a spotiebni materidl zpravidla dodava vyrobce v kompletni sade pro urcity pocet analyz.

3. Kalibrace se provadi podle doporuceni vyrobce. Pri pouZiti pristroje PRIMACS 100 se pristroj
kalibruje pro kazdou sérii vzorkii.
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4. Hmotnost navazky vzorku zavisi na typu vzorku a celkovém obsahu analytii ve vzorku v rozsahu

50 — 3000 mg.

5. Uvzorku pud s pH nizsim nez 6,8 plati, ze TC = TOC. Neni tedy nutné stanoveni anorganického uhliku

(1C).

6. Pro kvantitativni stanoveni dusiku je treba k navizce vzorku s vyssim obsahem dusicnanového dusiku

pridat organickou slouceninu s vyssim obsahem uhliku napr. sacharozu (8).

7. Vyrobce pristroje Primacs100 deklaruje zakladni merici rozsahy 0,1 — 200 mg C a 0,1 — 100 mg N.

8. Pripouziti pristroje Primacs 100 je spodni hranice pracovniho rozsahu 0,05 % pro anorganicky uhlik

(1C), pro celkovy uhlik (TC) i pro celkovy dusik (TN).

9. Susina vzorku se stanovi podle JJP UKZUZ, postup ¢ 30020.1.

Obrazek 1. Schéma pristroje pro stanoveni celkového uhliku a dusiku metodou elementarni

analyzy podle navodu k pouZziti pfistroje Primacs SNC-100 , Skalar, Nizozemi.

TC — TN stanoveni vysokoteplotnim spalovanim podle Dumase.

Kyslik g

Dévioval -

Pti cirkulaci plynu spalovaci peci je uhlik kompletné zoxidovan na CO;. Po prichodu délicem
plynt se CO2 stanovi v nedisperzivnim infraerveném detektoru (NDIR) jako celkovy uhlik.
Do sbérné nadoby postupuje pouze 1/80 smési plynt spaleného vzorku a dochazi v ni
k zakoncentrovani oxidti dusiku NOx. Po nésledujici redukci oxidli na N> a odstranéni CO»> a H2O
prechazi smés plyniti tepelné vodivostnim detektorem (TCD), kde se méti tepelna vodivost proudu

smési plynti proti referenénimu proudu helia. Rozdil v pfenosu tepla je veli¢ina udéavajici obsah

40




‘. Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav zeméd&lsky Strana 41
UkzZU i‘\ NaI‘Oflnl referencni I’aborator
Jednotné pracovni postupy — Vydin A
Analyza pud III
30990.1 Stanoveni uhliku a dusiku elementarni Revize 0
analyzou

dusiku ve vzorku.

Obrazek 2. Schéma pristroje pro stanoveni obsahu anorganického uhliku metodou

elementarni analyzy podle navodu k pouZiti pristroje Primacs SNC-100 , Skalar, Nizozemi.
IC — Okyselenim

Vzorky jsou do IC reaktoru vkladany pti (150 + 2) °C. Ke vzorku je automaticky pridana kyselina
fosfore¢na. Uhlicitany jsou pfeménény na CO», ktery je vytésnén nosnym plynem a stanoven

v NDIR detektoru.

Kyslik
Kyselina

Peltieruv

chladi¢ NDIR Prutokomér

Davkovad
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STANOVENI DUSIKU

Tato kapitola popisuje nékteré metody pro stanoveni celkového dusiku v pudach, ptipadné
v pudnich extraktech a dale metody stanoveni dusicnanového a amonného dusiku v riznych

extraktech pud.

Pro stanoveni celkového dusiku se nejCastéji pouziva postup podle Kjeldahla v rtznych
modifikacich, které kromé zlepSené vytéznosti stanoveni maji za cil 1 minimalizaci Skodlivych
vlivil této metody na zivotni prostfedi. Vedle tradi¢ni destilace je mozné pouzit pro stanoveni
amonného dusiku po mineralizaci i fotometrické stanoveni zalozené na Berthelotové reakci.

Dale se mlize pouzit titrace uvolnéné kyseliny po reakci formaldehydu se siranem amonnym.

Pro stanoveni dusi¢nanového a amonného dusiku byly vybrany fotometrické metody a rovnéz
postupy vyuzivajici iontové selektivni elektrody. Touto problematikou se zabyvaji normy
ISO 11261 a ISO 14256. Pro stanoveni dusi¢nanového a amonného dusiku jsou v téchto
normach navrZeny dva postupy — manudlni a automaticky s vyuzitim FIA nebo SFA.
Pro stanoveni dusi¢nani ve vodnych extraktech pid je moZzné vyuzit kapilarni zonalni

elektroforézu nebo iontovou chromatografii.

Zvlastni pozornost je tieba vénovat odbéru, uchovani a ptipravé vzorkl pro analyzu, protoze
obsah dusiku v ptadé€ i zastoupeni jeho jednotlivych forem je velmi proménlivé. Dodatek 8.1

obsahuje teoreticky tvod do problematiky stanoveni celkového dusiku.
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STANOVENI CELKOVEHO DUSIKU PODLE KJELDAHLA S
POUZITIM SELENU JAKO KATALYZATORU

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni celkového obsahu dusiku ve vSech typech pad a ptibuznych

materialech.

2. Princip

Metoda je zalozena na mineralizaci vzorku podle Kjeldahla s pouzitim selenu jako
katalyzatoru. Ztratdm dusi¢nanového dusiku se zabrani pifidavkem kyseliny salicylové, kterad
se v kyselém prostfedi snadno nitruje. Nitrované slouceniny se redukuji organickou hmotou
pudy. Dalsi mineralizaci se slouceniny dusiku pfevedou na amonny dusik, ktery se po destilaci

stanovi titracné.

3. Pomiicky
1. Mineraliza¢ni blok (napt. Gerhard).
2. Spalovaci tuby, 250 ml.

3. Destilacni pfistroj (napt. Kjeltec).

4. Chemikalie

1. Kyselina sirova, H,SOs, koncentrovana, p(H,SO,) = 1,84 g/cm3.
2. Praskovy selen, Se.

3. Smés kyseliny sirové a selenu.

Ptiprava: 10 g selenu (2) se rozpusti v 1000 ml koncentrované kyseliny sirové (1)
za zahfivani a promichavéani. Pivodn€ tmavé zbarveni se zméni pfes temné fialové

do nazloutlého.
4. Kyselina salicylova, krystalicka, CsH4(OH)COOH.
5. Mineraliza¢ni smes.

Ptiprava: 10 g kyseliny salicylové (4) se rozpusti v 1000 ml smési selen-kyselina sirova
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10.
11.

12.
13.

(3). Ptipraveny roztok je staly jeden tyden.

Peroxid vodiku, H,O,, roztok, 35 % (w/w).
Hydroxid sodny, NaOH,
Hydroxid sodny, NaOH, roztok, 40 % (m/V).

Ptiprava: 400 g pevného hydroxidu sodného se rozpusti v asi 800 ml vody (15)

a po vytemperovani se objem doplni na 1000 ml.

Kyselina sirova, H,SO4, odmérny roztok, c(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: 2,805 ml koncentrované kyseliny sirové (1) se ptidd do 500 ml vody (15).
Po ochlazeni se roztok kvantitativné prevede do 1000ml odmémé banky
a po vytemperovani se doplni po znacku. Pied pouzitim roztoku je nutno stanovit pfesnou

koncentraci odmérného roztoku kyseliny sirové a vypocitat jeho faktor.

Kyselina borita, H;BOs.
Kyselina boritd H3;BOs, roztok 4 % (m/V).

Ptiprava: 400 g kyseliny borité (10) se rozpusti v (5 — 6) | horké vody (15). Po promichéani

a pfidani indikatoru (13) se doplni na objem 10 1.

Ethanol, C:HsOH, 96 %.

Indikatory (napt. Tashiro, methylova Cerven, Zuzagovo ¢inidlo).

Ptiprava smésného indikatoru Tashiro: Do kadinky se navazi 0,2 g metylCervené (volna
kyselina) a 0,1 g metylenové modie, za mirné¢ho zahtivani se rozpusti ve 100 ml etanolu

(12) a ditkladné se promicha.

Ptiprava indikatoru methylova Cerven: 0,30 g methylové Cervené se rozpusti ve 100 ml

etanolu (12) a promicha.

Ptiprava smésného indikatoru Zuzagovo ¢inidlo: 0,83 g bromkresolové zelené a 0,17 g
methyl Cervené se rozpusti v 1000 ml teplého etanolu (12), promicha a po vychlazeni doplni

po znacku.

14, Tris(hydroxymethyl)aminomethan, (TRIS), C4H11NOs.

15. Demineralizovana voda.
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5. Pracovni postup

Do mineraliza¢ni tuby se presné navazi (1,000 + 0,001) g upraveného na vzduchu vysuseného
vzorku puady, pfidd se 13 ml mineralizacni smési (5), obsah se peclivé promisi a necha
se nejméné 2 h stat, nejlépe ptes noc. Potom se stfickou piidava postupné peroxid vodiku (6)
ve vice malych davkach (tj. nejvySe 10 ml do kazdého wvzorku), vzorky se umisti
do mineraliza¢niho bloku a mineralizace pokracuje v tomto rezimu (uvedena je teplota nastavena
na programatoru mineraliza¢ni jednotky): 20 min na 250 °C, 10 min na 370 °C, 90 min
na 420 °C. Po ochlazeni se objem doplni vodou na 50 ml. Dusik se stanovuje destilacné.
Mineralizac¢ni tuba se umisti do destilacniho pfistroje a destiluje se podle ndvodu k pfistroji.
Pti pouziti automatického destilacniho zatizeni se automaticky davkuje roztok hydroxidu sodného
(8). Amoniak se piedestiluje vodni parou do ptedlohy s kyselinou boritou (11). Jiz v pribéhu
destilace se titruje odmérnym roztokem kyseliny sirové (9). Obsah celkového dusiku

automaticky vypocitd a vyhodnoti pfistroj.

Pfi pouziti poloautomatického destilacniho zafizeni se tuba umisti do destilacniho zafizeni.
K ptestupniku destila¢niho zafizeni se umisti predloha tak, aby konec ptestupniku zasahoval asi
10 mm pod hladinu roztoku v piedloze. Jako pfedloha se pouzije titratni banka vhodného
objemu, do které se pfidd 25 ml roztoku kyseliny borité (11) a n€kolik kapek indikatoru (13),
neni-li v navodu pouzitého destilacniho zafizeni uvedeno jinak. Z davkovaciho zafizeni
se do destilacni tuby opatrné piida vytésnovaci roztok NaOH (8) ajeji obsah se zacne zahtivat
piivadénou vodni parou. Destiluje se asi 5 min, aZ objem v piedloze dosahne asi 150 ml,
neni- li v ndvodu pouzitého destilacniho zafizeni uvedeno jinak. Obsah titracni barky se titruje
thned po skonceni destilace odmérnym roztokem kyseliny sirové (9) do praveé vzniklé zmény

zabarveni roztoku.
Soubézné se stejnym postupem provede slepa zkouska.

Piiklad stanoveni faktoru odmérného roztoku H>SOu4, c(H2S04) = 0.05 mol/L.

Do tii titraCnich ban€k o obsahu 250 ml se diferen¢né navazi 0,15-0,20 g tris(hydroxymethyl)

aminomethanu (14) a rozpusti se v asi 100 ml vody (15), ptidaji se 2 az 3 kapky Zuzagova ¢inidla

(13) nebo smésného indikatoru Tashiro (13) a za stdlého michani se titruje pfipravenym
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odmérnym roztokem kyseliny sirové (5). Titrace je ukoncena v okamziku, kdy titrovany roztok

ptejde jedinou kapkou z modré do rizové barvy.
Vypocet faktoru H>SO4, c(H2SO4) = 0,05 mol/l.

_1000.7
fuzsoa = 12,114 .V

\Y spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové (5) v ml,

n navazka tris-hydroxy-methyl-aminomethanu (14),

1 ml kyseliny sirové (¢ = 0,05 mol/l) je ekvivalentni 12,114 mg tris(hydroxymethyl)
aminomethanu.

Poznamky

1. Podle ocekdavaného obsahu N lze pouzit i jinou koncentraci H>SOy (napt. 0,1 mol/l).

2. Lze pouzit i postup destilace do silné kyseliny (H>SO4) a ndsledné titrace odmérnym roztokem
hydroxidu sodného (NaOH).

6. Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah celkového dusiku (%) se pfi jimadni destilatu do kyseliny borité a titraci odmérnym

roztokem kyseliny sirové vypocte podle vzorce:

X_eXf;CXCX(VZ_Vl)
N m

X je celkovy obsah dusiku (%),

Vi spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové na slepou zkousku (ml),
V2 spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové na zkouSeny vzorek (ml),
m hmotnost navazky vzorku (g),

fx faktor odmérného roztoku kyseliny sirové,

C koncentrace odmérného roztoku kyseliny sirové,

chemicky ekvivalent dusiku pro 1 ml odmérného roztoku piislusné koncentrace.
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Piepocet na suSinu

Obsah celkového dusiku v bezvodém vzorku (susin€) Xs se vypocte ndsobenim vysledku

koeficientem
X x 100
X = —s
Xs celkovy obsah dusiku v susiné (%),

S susina vzorku (100 — vlhkost) (%).

Literatura

1. V.G.J Houba, J. J. van der Lee, I. Novozamsky, I. Walinga: Soil Analysis Procedures. Soil
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STANOVENI CELKOVEHO DUSIKU TITRACNI METODOU PODLE
JODLBAUERA

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro vSechny zeminy, pokud neobsahuji nevyménny NHi". Protoze
u anonymnich vzorki obvykle nelze odhadnout podil NO3™ na celkovém N, vétSinou se celkovy

dusik v zeminéch stanovuje timto postupem.

2. Princip

Dusi¢nany, popf. dusitany pfitomné ve vzorku se v prostfedi kyseliny sirové navazou
na aromatickou hydroxyslou€eninu, nitroskupina se nésledné redukuje na aminoskupinu
a vSechny slozky vzorku se rozlozi Kjeldahlovym postupem. Vzniklé NH4" ionty se spolu s témito
ionty pivodné pifitomnymi ve vzorku po alkalizaci predestiluji ve formé¢ NH3; do odmérného
roztoku silné kyseliny nebo do roztoku H3BOs. Zachyceny NH3 se pak stanovi bud’ titraci
nadbytku odmérného roztoku silné kyseliny odmérnym roztokem NaOH nebo v ptipadé H3BO3

pfimo odmérnym roztokem silné kyseliny (H2SOx).

3. Pristroje a pomiicky

1. Analytické vahy.

2. Mineraliza¢ni zatizeni vhodné konstrukce.

3. Mineraliza¢ni baiiky podle Kjeldahla 500 ml, popt. 250 ml.

4. Sklopné pipety (50; 30; 10; 5) ml nebo odmérné valecky k davkovani kyseliny.
5. Titracni banky 250 ml.

6. Destilacni zafizeni vhodné konstrukce.

7. Byreta.
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10.

1.

12.
13.

14.

Chemikalie

. Kyselina sirova, H2SO4, koncentrovana, p(H2SO4) = 1,84 g/cm?®.

Kyselina fenolsirova.
Ptiprava: 40 g fenolu se rozpusti v 1 1 koncentrované kyseliny sirové (1).
Praskovy zinek, Zn.

Praskovy selen, Se.

. Bezvody siran sodny, Na;SOs.

Krystalicky siran méd’naty, CuSO4.5H>O.
Smésny katalyzator.

Ptiprava: Navazi se 1000 g bezvodého siranu sodného (5). Asi (100 — 200) g se jemn¢
rozetie s 5 g praskového selenu (4) a 50 g krystalického siranu méd'natého (6). Rozetfena

homogenni smés se dokonale smisi se zbytkem siranu sodného.
Odpénovaci prostiedek, napt. parafin, silikonovy olej, oktanol.
Hydroxid sodny, NaOH.
Hydroxid sodny, NaOH, roztok asi 40%.

Ptiprava: 400 g hydroxidu sodného (9) se rozpusti ve vod¢ a po vytemperovani se doplni
do 1 litru

Hydroxid sodny, NaOH, roztoky ¢(NaOH) = 0,2 mol/l a ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

Ptiprava roztoku NaOH, c¢(NaOH) = 0,2mol/l: 8 g NaOH se rozpusti ve vodé¢

a po vytemperovani se doplni do 1 litru.

Ptiprava roztoku NaOH, c¢(NaOH) = 0,1 mol/l: 4 g NaOH se rozpusti ve vodé¢

a po vytemperovani se doplni do 1 litru.
Kyselina borita, H3BO:s.
Kyselina borita, H3BO3, roztok 4%.

Ptiprava: 40 g H3BOs (12) a 960 ml vody se rozpusti za tepla.

Kyselina sirova, H2SOs, roztoky ¢(H,SO,) = 0,1 mol/l a ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l
Ptiprava roztoku H>SOs4, ¢(H,SO,) = 0,1 mol/l: 10,22 g koncentrované H>SOs (1)
se rozmicha ve vod¢ a po vytemeprovani se doplni do 1 litru.
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Ptiprava roztoku H>SOs, ¢(H,SO,) = 0,05mol/l: 5,11 g koncentrované H>SOs (1)

se rozmicha ve vod¢ a po vytemeprovani se doplni do 1 litru.
15. Indikatory.
16. Smésny.

Ptiprava: 0,2 g methylové Cervené a 0,1 g methylenové modre se rozpusti ve 100 ml 96%

etanolu a promicha.
17. Methylova Cerven.

Ptiprava: 0,30 g methylové Cervené se rozpusti ve 100 ml 96% etanolu a promicha.
18. Zuzagovo ¢inidlo.

Ptiprava: 0,83 g bromkresolové zelené a 0,17 g methyl¢ervené se rozpusti v 1000 ml

teplého etanolu, promichd a po vychlazeni doplni po znacku.

Poznamky
1. Pouzité chemikalie i zkusebni pomiicky nesméji obsahovat dusik.
2. Fenol je nutno uchovavat v dobre uzavrenych hnédych lahvich. Starsi preparaty se zbarvuji riizove

az cervené. Zbarvend chemikdlie se nesmi pouzivat.

3. Faktor kyseliny sirove: ¢(H,SO,) = 0,05 mol/ . Napr.: Do i titracnich banéek o obsahu 250 ml

se diferencné odvazi (0,15 — 0,20) g tris-hydroxymethyl-aminomethanu (molekulova hmotnost
TRIS C4H;;NOs = 121,14 g/mol), rozpusti se v cca 100 ml vody, pridaji se 2 az 3 kapky indikatoru
(napr. Zuzagova cinidla)(15) a za stdalého michdni se titruje pripravenym odmérnym roztokem
kyseliny sirové az do barevné zmeny (modra — Spinavé cervend). Titrace je ukoncena, kdyz
titrovany roztok prejde jedinou kapkou na spinavé cervenou barvu.

fi= 1000 x n
" 12114xy
S faktor kyseliny sirove,
14 spotieba odmérného roztoku kyseliny sirove (ml),

n navdzka standardu TRISu (g).

Faktor hydroxidu sodného: c(NaOH) = 0,1 mol/l. Napr.: 25 ml odmérného roztoku hydroxidu
sodného se pipetuje do titracni banky o objemu 250 ml. Pridaji se 2 kapky vhodného
acidobazického indikatoru (15) a titruje se odmérnym roztokem kyseliny sirové o koncentraci
0,05 mol/l. Pri prvni zmené zbarveni se titracni banka zakryje hodinovym sklickem a vyvari se
oxid uhlicity. Po ochlazeni se roztok v titracni barnce dotitruje. Tento postup se opakuje 3 X.
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A spotireba odmérného roztoku kyseliny sirove (ml),

B titrovany objem odmérného roztoku hydroxidu sodného (ml).

5. Pracovni postup
Mineralizace

Do mineraliza¢ni baiiky se navazi vhodné€ upraveny vzorek (suchy, vzduchosuchy nebo vlhky),
ktery obsahuje (10 — 20) mg dusiku (obvykle 5 g) a valeckem nebo sklopnou pipetou se ptida 30
ml kyseliny fenolsirové (2) tak, aby se zbytky vzorku z hrdla splachly do banky. Pro vzorky
s vy$§im obsahem dusiku (napf. kaly) se kyselina fenolsirova pfida v prebytku (az 80 ml). Opatrné
se promicha, aby vzorek byl zcela provlhéen, avSak aby na sténdch baiky nad kapalinou
neulpivaly ¢astecky zeminy. Asi po (15 — 30) min a pfip. ochlazeni se pfidaji asi 2 g praSkového
zinku (3) a promicha se. Nechd se stat nejméné 2 h, avSak lepsi je nechat stat baitkky do druhého
dne. Pak se ptida asi 10 g smeésného katalyzatoru (7) a je-li tieba, (pii vétSich navazkach), pridavek
(5 — 20) ml koncentrované H>SO4 (1). Po promiseni se baiika umisti do mineraliza¢niho zatizeni
a mirn¢ se zahtiva, dokud smés péni. Pfi nebezpeci pfekypéni se zahtivani prerusi. Pénéni lze téz
omezit pfidanim odpénovace (8). Po skonCeni tvorby pény se teplota zvolna zvySuje az na asi 360
°C. Bankou se obcas otaci, aby kondenzat z hrdla banky vymyl vSechny zbytky do mineralizatu.

Po vyjasnéni resp. odbarveni roztoku se zahtiva jesté alespon 30 min.

S kazdou sérii vzorka se provadi slepa zkouska se stejnym mnozstvim vSech chemikalii a podle

programu zajisténi kvality vysledkii zkousek laboratoie se navazuje vhodny referen¢ni material.
Destilace a titrace

Obsah mineraliza¢ni banky se pfevede do 250ml odmérné banky a doplni na pfesné definovany
objem, znéhoz se do destilacni tuby odpipetuje alikvotni podil (50 ml). Tuba se umisti
do destilacniho zafizeni. K piestupniku destila¢niho zafizeni se umisti piedloha tak, aby konec
prestupniku zasahoval asi 10 mm pod hladinu roztoku v piedloze. Jako ptedloha se pouzije titracni

banka vhodného objemu, do které se ptida 25 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (14) nebo
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odpovidajici mnozstvi roztoku kyseliny borit¢ (13) a nékolik kapek indikatoru (15), neni-li
v ndvodu pouzitého destilacniho zatizeni uvedeno jinak. Z davkovaciho zatizeni se do destila¢ni
tuby opatrné ptida vytésnovaci roztok NaOH (10) a jeji obsah se za¢ne zahtivat privadénou vodni
parou. Destiluje se asi 5 min, az objem v pfedloze dosdhne asi 150 ml, neni-li v ndvodu pouzitého
destila¢niho zafizeni uvedeno jinak. Obsah titra¢ni baiiky se titruje ihned po skonceni destilace
(pokud to dovoluji podminky instrumentace, doporucuje se titrovat jiz béhem destilace)
odmérnym roztokem hydroxidu sodného (11) nebo odmérnym roztokem kyseliny sirové (14)
do pravé vzniklé zmény zabarveni roztoku. Koncentrace odmérného titra¢niho roztoku (kyselina

sirova nebo hydroxid sodny) se voli podle o¢ekavaného obsahu dusikatych latek ve zkouseném

vzorku a podle objemu mineralizatu pouzitého k destilaci.

Jimani destilatu do kyseliny borité je mozZné jen v piipadé, ze teplota kondenzatu neptesédhne 25 °C

(chlazeni).

Soubézné se stejnym postupem provede slepd zkouska.

6. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah celkového dusiku (%) se vypocita podle vztahu

Pfi jimani destilatu do kyseliny sirové a retitraci nadbytku odmérnym roztokem hydroxidu

sodného

X:exfxx(VO ~7,)
10xm

Pti jimani destilatu do kyseliny borité a pfimé titraci odmérnym roztokem kyseliny sirové

X:exfxx(V3—V2)

10xm
kde
X je celkovy obsah dusiku (%),
Vv spotieba odmérného roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku (ml),

o
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V, spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného na zkouseny vzorek (ml)
v, spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové na slepou zkousku (ml),
V, spotifeba odmérného roztoku kyseliny sirové na zkouseny vzorek (ml),
m hmotnost alikvotniho podilu navazky vzorku (g).
_ navazkax pipet.objem
objem
fx faktor odmérného roztoku,
e chemicky ekvivalent dusiku pro 1 ml odmérného roztoku pfislusné koncentrace (napf.

1 ml pfesné 0,05 mol/l kyseliny sirové odpovida 1,4007 mg dusiku).

Piepocet na suSinu

Obsah celkového dusiku v bezvodém vzorku (suSin€) Xs se vypocte nasobenim vysledku
koeficientem

_ X'x100
S

Xs

Xs celkovy obsah dusiku v susin¢ (%),
S suSina vzorku (100 — vlhkost) (%).

Literatura
1. CSN 68 4065 Piiprava odmérnych roztokii pro acidobazické titrace, ¢l. 2.1 a 2.2, z 6.10. 1983

2. CSN 68 4062 Chemické indikatory. Piiprava roztokt indikatord, odst. 2.3.3 a 2.3.4, z 13.4.
1979.

3. G. Hoffmann et. al.: Methodenbuch, Band I, Die Untersuchung von Bdéden, kap. 2.2.3.
VDLUFA-Verlag. Darmstadt 1991.

4. ISO 11261 Soil quality — Determination of total nitrogen — Modified Kjeldahl method. First
edition 1995-03-01.
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PRIPRAVA VZORKU A EXTRAKCE PRO STANOVENI
DUSICNANOVEHO A AMONNEHO DUSIKU

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni anorganickych forem dusiku ve vSech typech pid a ptibuznych
materidlech. Extrakéni postupy je mozné pouzit na Cerstvou i vysuSenou pudu. Volba

extrakéniho postupu zévisi na variant€ analytického postupu pro jednotliva stanoveni.

2. Princip

Dusi¢nanovy a amonny dusik se z pid extrahuje roztokem neutralni soli. Po filtraci nebo
odstfedéni se extrakt pouZije na stanoveni jednotlivych anorganickych forem dusiku. V pribéhu

upravy a skladovani vzorkd pid se zmény omezi uchovavanim pii nizkych teplotach.

3. Pomiicky

1. Zafizeni pro Upravu Cerstvych ptidnich vzorkl (prosev 5 mm).
2. Mrazici box a chladnicka.

3. Predvézky a analytické vahy.

4. Rotacni nebo horizontélni tiepacka.

Poznamky

1. Pro upravu vzorkii je mozné pouzit i struhadlo s otvory priblizné 5 mm.

4, Chemikalie
1. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) =1 mol/1.

Ptiprava: 74,55 g chloridu draselného se rozpusti v asi 350 ml vody. Po rozpusténi

se roztok prevede kvantitativné do 1000ml odmérné baiiky a barika se doplni po znacku.
2. Siran draselny, K;SO4, ¢(K2SOy), roztok, ¢ = 10 g/l.

Ptiprava: 10 g siranu draselného se rozpusti v asi 350 ml vody. Po rozpusténi

se roztok prevede kvantitativné do 1000ml odmérné bariky a baiika se doplni po znacku.
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3. Chlorid vépenaty, CaCl,, roztok, c(CaCl,) = 0,01 mol/l.

Piiprava: 1,470 g dihydratu chloridu véapenatého se rozpusti v asi 350 ml vody.
Po rozpusténi se roztok pievede kvantitativné do 1000ml odmérné banky a baika

se doplni po znacku.

3. Pracovni postup
Odbér, skladovani a iprava vzorku

Béhem odbéru, transportu, upravy i skladovani vzorkl pud je tfeba zabranit zahrati nad 4 °C.
Pokud se vzorky analyzuji do 3 dnd od odbéru, je mozné je skladovat pii 4 °C. Déle se vzorky
smé&i skladovat pii teplotich —18 °C. Vzorky se mohou rozmrazovat ptfed analyzou
pfi laboratorni teploté, pokud se analyzuji do 4 h od zacitku rozmrazovani. Rozmrazovani

pi1 4 °C je také mozné, ale doba rozmrazovani nesmi byt v tomto ptipad¢ delsi nez 48 h.

Laboratorni vzorek se pfipravi pe€livym promichanim vzorku a rozmélnénim na ¢astice mensi nez

5 mm.

Poznamky

2. Aby se zkrdtila doba potiebnd pro rozmrazeni vzorku, je vhodné mrazit az upraveny laboratorni
vzorek.

Varianta A — ISO 14256

40,0 g laboratorniho vzorku pudy se navazi do uzaviratelné plastové lahve o objemu 500 ml.
Ptida se 200 ml extrakéniho roztoku chloridu draselného (1) o teploté 20 °C. Extrakce probiha
na vhodné tfepacce pii 20 °C po dobu 60 min. Po extrakci se suspenze dekantuje
do centrifugaénich nadobek a odstfed’uje po dobu 10 min pii 3000 g. Ciry supernatant se pouZije

pro dal$i analyzy. MnozZstvi ¢irého podilu vzorku zavisi na pouzité metod¢ stanoveni.

Poznamky

3. Centrifugace muze byt nahrazena filtraci pres filtracni papiry, které nekontaminuji vzorek.
Pro stanoveni amonného dusiku jsou vhodné bézné archoveé filtracni papiry (ne kvantitativni!)
promyté pred filtraci nejméné dvakrat horkou vodou. Prvni podil filtratu se odstrani. Doporucuje se
uchovavat filtry nejmeéné jeden tyden v exsikdtoru nad koncentrovanou kyselinou sirovou.
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4. Je mozné pouzit i jinou navazku vzorku, ale je treba vidy zachovat pomer pudy extrakcnimu cinidlu
1:5(m:V).

Varianta B - UKZUZ

50,0 g laboratorniho vzorku pidy se navazi do uzaviratelné plastové lahve o objemu 1000 ml.
Ptid4 se 250 ml extrakéniho roztoku siranu draselného (2) o teploté¢ 20 °C. Extrakce probiha

60 min na vhodné tfepacce pii 20 °C. Po extrakci se suspenze dekantuje a filtruje (poznamka 3).

Poznamky
5. Misto filtrace je mozné pouZit centrifugaci.
6. Misto roztoku siranu draselného lze pouzit roztok siranu draselno-hliniteho pripraveného
rozpustenim 10,0 g dodekahydratu siranu draselno-hlinitého v demineralizované vode a upravou

objemu na 1000 ml.

7. Pri zachovani uvedeného extrakcéniho poméru se miize pouZit jina navazka laboratorniho vzorku.
Snizeni navazky nesmi byt na ukor homogenity vzorku.

Varianta C

10,00 g upraveného ptidniho vzorku se extrahuje 100 ml extrakéniho roztoku chloridu vapenatého
(3) v 250ml polyetylenové lahvi. Na rotacni tfepacce je pii (45 — 55) ot./min a 20 °C dosazeno

rovnovahy za 2 h.

Poznamky

8. Chlorid vapenaty je hygroskopicky a cinidlo je treba pred pouzitim standardizovat titraci EDTA
na eriochromcéern T, pripadné se cinidlo miize uchovavat neprodysné uzavienév chladnicce.

9. Misto 1,470 g dihydrdtu chloridu vapenatého lze pouzit 1,11 g bezvodého chloridu vapenatého
nebo 2,19 g hexahydratu chloridu vapenatého.
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STANOVENI DUSICNANOVEHO A DUSITANOVEHO DUSIKU
SPEKTROFOTOMETRICKY

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni dusi¢nanového a dusitanového dusiku ve vSech extraktech

podle metody 30930.1.

2. Princip

Dusi¢nany pfitomné v extraktu pidy se redukuji na dusitany, které tvoti v kyselém prostiedi
po pridavku sulfanilamidu a N-(1-naftyl) etylendiamin dihydrochloridu (Griess-Ilosvayovo

¢inidlo) azobarvivo. Intenzita zbarveni se méfi spektrofotometricky piti 543 nm.

Poznamky

1. Obsah dusitanového dusiku v extraktech piid byva ve vétsiné pripadii zanedbatelny, proto je zpravidla
mozné povazovat zmérenou hodnotu za obsah dusicnanového dusiku.

2.V teto kapitole je popsan manualni postup. Soucasti normy ISO 14256-1 je také postup s vyuZitim
prutokovych analyzatorii (CFA). Vzhledem k riznym postupum, které zdviseji na typu pouzitého
pristroje, je treba se pri pouziti analyzdtori Fidit ndavodem k pouziti a prislusnou firemni
aplikacni literaturou. Velkou vyhodou pri pouziti pritokovych analyzatori je snizeni objemu
vzorkit a cinidel a moznost vyuzivat komercné dodavané reduktory.

2 ~NH,
- 2 HCI
l‘uIH2
N-(1-naftyl) etylendiamin dihydrochlorid sulfanilamid
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Pomiicky

Spektrofotometr schopny méfit pii 543 nm s kyvetou o optické délce 10 mm.

. Dilutor nebo vhodné davkovace.

. Reduk¢ni kolona.

Chemikalie

. Dusi¢nan sodny, NaNO3, zasobni standardni roztok, ¢(NO3-N) = 600 mg/1.

Piiprava: 3,641 g dusicnanu sodné¢ho se rozpusti v kdadince v asi 200 ml vody.
Po Gplném rozpusténi se roztok kvantitativné prevede do 1000ml odmeérné banky

a banka se doplni po znacku vodou. Roztok je stily 6 mésicti pfi uchovani ve skle
v temnu pii teploté 4 °C.

. Dusi¢nan sodny, NaNOj3, kalibra¢ni standardni roztok, c(NO3-N) = 6 mg/I
Ptiprava: Do 1000ml odmeérné baiky se pipetuje 10 ml zasobniho standardniho

roztoku dusi¢nanu sodného (1) a baiika se doplni po znacku vodou. Tento roztok

se pripravuje denn¢ Cerstvy.
. Dusitan sodny, NaNO,, zasobni standardni roztok, c(NO,-N) = 600 mg/1.
Ptiprava: 2,958 g dusitanu sodného se rozpusti v kadince v asi 20 ml vody. Po Uplném

rozpusténi se roztok kvantitativné pfevede do 1000ml odmérné baniky a batika se doplni

po znacku vodou. Roztok je staly 6 mésicu pii uchovani ve skle v temnu pfi teploté 4 °C.
. Dusitan sodny, NaNO,, kalibra¢ni standardni roztok, c¢(NO,-N) = 6 mg/1.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se pipetuje 10 ml zasobniho standardniho roztoku
dusitanu sodného (3) a baiika se doplni po znacku vodou. Tento roztok se pfipravuje

denng Cerstvy.
. Hydroxid amonny, NH4OH, roztok 6% (w/v).

Ptiprava: 250 ml koncentrovaného hydroxidu amonného (32%) se rozpusti v asi 500 ml

vody a objem se upravi na 1000 ml vodou.

. Tlumivy roztok.

Ptiprava: V 1000ml kéadince se v asi 800 ml vody rozpusti 100 g chloridu amonného. pH

roztoku se upravi zfedénym roztokem hydroxidu amonného (5) na hodnotu 8,7 az 8,8.
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Po prevedeni do 1000ml odmérné banky se batika doplni po znacku.
7. Ziedény tlumivy roztok.

Ptiprava: 100 ml tlumivého roztoku (6) se doplni do 1000 ml vodou.
8. Kyselina fosfore¢nd, koncentrovana, H;PO4, 85%.
9. Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p(HCl) = 1,12 g/cm’.
10. Smésné Cinidlo.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se k asi 600 ml vody ptida 200 ml kyseliny fosfore¢né (8).
Po promichani se v tomto roztoku rozpusti 80 g sulfanilamidu. Po rozpusténi se roztok
prevede do 1000ml odmérné baiky a bainka se doplni po znacku vodou. Pfiuchovani

v chladnicce je tento roztok staly nejméné rok.
11. Roztok N-(1-naftyl) etylendiamino dihydrochloridu.

Ptiprava: 0,40 g N-(1-naftyl) etylendiamino dihydrochloridu se rozpusti ve 100 ml vody.

Roztok musi byt uchovavan v chladnicce. Pti ztmavnuti je tfeba ptipravit novy roztok.
12. Vybarvovaci ¢inidlo.

Ptiprava: Smisi se 20 ml smésného ¢inidla (10) a 20 ml roztoku (11). Roztok se uchovava

v chladnicce. Pfi ztmavnuti je tfeba pfipravit novy roztok.
13. Reduktor.

Ptiprava: Asi 10 g kadmioveé drté (velikost 0,3 mm az 0,8 mm) se zalije kyselinou
chlorovodikovou (9), promicha a necha 1 min plsobit. Potom se kadmium pé&tkrat
promyje vodou. Po promyti se kadmium zalije vodou a pfida se asi 0,5 g pentahydratu
siranu méd'natého. Smés se promichavd 1 min a potom se promyva vodou tak, aby
doslo k odstranéni veskerych volnych casteCek médi. Po promyti se opét 1 min
promichéva s kyselinou chlorovodikovou (9), potom se promyje nejméné 5 x vodou. Takto
upravené¢ kadmium se uchovéava pod vodou az do pouziti. Kolona se musi kadmiem
naplnit do 1 h od pfipravy. Kadmium nepouzité pro naplnéni kolony se po vysuSeni

muze skladovat a pouzit pro dalsi ptipravu reduktoru popsanym postupem.
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S. Pracovni postup
Piiprava redukéni kolony

Pouziva se filtracni nalevka o priméru 60 mm se stopkou o primeéru asi 5 mm a dlouhou
(10— 12) cm. Stopka je na konci ziZena na vnitini primér asi 1 mm a opatfena kohoutem.
Do spodni ¢asti kolony nad zGzeni se vlozi asi 1 cm vaty ze sklenénych vldken, stopka
se zaplni reduktorem asi 1 cm pod zacatek stopky a reduktor se piekryje opét vrstvou vaty.
Plni se suspenzi aktivovaného kadmia pii otevieném ventilu. Rovnomérného naplnéni se docili
pomalym plnénim a stalym poklepavanim na stopku. Po naplnéni se promyje ziedénym
tlumivym roztokem (7), uzavie se ventil a ndlevka se naplni ziedénym tlumivym roztokem

a uzavie vickem. Takto upravena kolona miize byt skladovana né€kolik tydni.
Pfiprava redukéni kolony pred mérenim

Nejprve se vypusti zfedény tlumivy roztok z kolony, promyje se vodou, aby se odstranily
krystaly soli v nalevce a kolona se promyva nejprve 20 ml zfedéného tlumivého roztoku (7),

potom 20 ml tlumivého roztoku (6) a opét 20 ml zfedéného tlumivého roztoku (7).
Ovéreni u¢innosti redukce

Ucinnost redukce se oveéfi porovndnim absorbance kalibracniho standardniho roztoku
dusi¢nanového a dusitanového dusiku po redukci a vybarveni. Pokud je rozdil vétsi nez 5 %

rel., je tfeba pfipravit novy reduktor.
Redukce

Po vyprazdnéni kolony se uzavie kohout a na vrchni ¢ast skelné vaty se pipetuje 1,00 ml
pudniho extraktu nebo slepého pokusu nebo pracovniho standardniho roztoku nebo nulového
standardniho kalibra¢niho roztoku (voda). Do nalevky se ptfidd 10 ml zfedéného tlumiveého
roztoku (7) a otevie se kohout. Perkolat se jima do zkumavky nebo baniky o objemu vétSim nez
30 ml. Kdyz hladina tlumivého roztoku v nalevce klesne na uroven horni ucpavky, prida se
dalSich 20 ml zfedéného tlumivého roztoku (7). Po perkolaci se pred ddvkovanim dalsiho vzorku

kolona proplachne asi 10 ml zfedéného tlumivého roztoku (7).
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Spektrofotometrické stanoveni

K perkolatu se ptida 200 pl vybarvovaciho ¢inidla (12), obsah se peclivé promichd a roztoky
se nechaji stat pfi laboratorni teploté. Absorbance roztokd se méti po (60 — 90) min od ptidani
vybarvovaciho ¢inidla pfi 543 nm v kyveté o optické délce 10 mm. Pfi piekroceni rozsahu

kalibra¢ni kiivky se plidni extrakt zfedi extrakénim ¢inidlem a stanoveni se opakuje.

Poznamky

3. Norma ISO 14256-1 predpokilada pouziti pouze jednoho bodu kalibracni kiivky a vyzaduje tedy
prisné linearni kalibracni kiivku. Postup lze modifikovat tak, Ze se pripravi vice kalibracnich
standardnich roztoki. Pro pripravu kalibracnich standardnich roztokii norma nepredpokilada
modelovani matrice pudniho extraktu. Pripadny viiv necistot extrakcéniho cinidla se odstrani
duslednym zarazovanim slepych pokusii.

4. Pokud je treba stanovit obsah dusitanového dusiku, mize se pouzit shodny postup s vynechanim
redukcniho kroku a s vyuzZitim dusitanového kalibracniho standardniho roztoku. Vzhledem

vy

rozsah kalibracni krivky i Fedéni vzorkii.

6. Vypocet
N=6X%[(Av—Ab )/(As—An)] x D xR

N obsah dusi¢nanového a dusitanového dusiku v ptidé (mg/kg), vztazeno na suchou piidu,

Av absorbance vzorku,

Ab absorbance slepého pokusu,

As absorbance kalibra¢niho standardniho roztoku,

An  absorbance nulového bodu kalibra¢ni kiivky,

koncentrace dusiku v kalibra¢nim standardnim roztoku,

zfed'ovaci faktor — pouziva se pti prekroceni rozsahu kalibraéni kiivky, kdyz bylo tieba

extrakt ptid pfed méfenim fedit,

R faktor, ktery zahrnuje extrakéni pomér pudy k vyluhovacimu roztoku, provadi korekci
na vodu dodanou ve vzorku a prepocitdva na suSinu podle ISO 11465.

o

R = Ve/Ms x (1 + w/100) + w/100

Ve objem extrak¢niho Cinidla (ml); pfi extrakei podle ISO 14256-1 Ve =200 ml,

Ms  navazka vzorku pudy (g); pii extrakci podle ISO 14256-1 Ms =40 g,

w obsah vody v pudé¢ v hmotnostnich procentech vztazeny na vysuSenou pudu podle
ISO 11465.
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STANOVENI DUSICNANOVEHO DUSIKU METODOU UV
SPEKTROFOTOMETRIE

1. Rozsah pouziti

Postup byl vyvinut pro analyzu extrakti pid podle varianty A metody 30930.1, ale miize se pouzit
i pro stanoveni dusi¢nanového dusiku ve vsech extraktech podle metody 30930.1 a v ptidnich

extraktech pfi mikrobiologickych stanovenich.

2. Princip

Dusi¢nany piitomné v extraktu pidy absorbuji svételné zafeni v UV oblasti spektra (210 nm).
Od zmétené absorbance extraktu pidy se odecte absorbance téhoz extraktu po redukci dusi¢nanii

na dusitany. Vysledky se vyhodnocuji metodou kalibracni kiivky.

Poznamky

1.V literature se uvadi moznost vynechat redukcni krok mérenim rozdilu absorbance pri 210 nm
a 275 nm, ale vzhledem ke specifickym problémiim méreni v UV oblasti spektra je vhodnéjsi pouzit
zde uvedeny postup.

3. Piistroje a pomiicky

1. Spektrofotometr s moznosti méteni pii 210 nm s kiemennou kyvetou o optické délce 10 mm.

2. Dilutor nebo vhodné davkovace.

4. Chemikalie
1. Dusi¢nan sodny, NaNOs, zasobni standardni roztok, c(NO3-N) = 100 mg/I.

Ptiprava: 0,3034 g dusi¢nanu sodného se rozpusti v kddince v asi 100 ml vody.
Po uplném rozpusténi se roztok kvantitativné prevede do 500ml odmérné banky
a banika se doplni po znacku vodou. Pfi uchovani ve skle a v temnu pii teploté¢ 4 °C

je roztok staly 6 mésic.
2. Reduktor.

Ptiprava: K 20 g granuli zinku o priméru asi (3 — 5) mm se pfida potfebné mnozstvi
ziedéné kyseliny sirové (4). Nechd se pusobit do ocisténi povrchu granuli. Potom
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se granule oplachnou vodou a kapalina se odsaje na Biichnerové nalevce. K oplachnutym
granulim se v kadince ptida 150 ml vody a po kapkach se za michani ptidava 25 ml roztoku
siranu méd’natého (5). Po zferndni granuli se roztok odsaje a granule se pecliveé

oplachnou vodou. Po ususeni se skladuji v uzaviené sklenéné nadobé.

(U]

. Kyselina sirova, HySOy, zfedéna (1 : 10).

Ptiprava: K asi 700 ml vody se opatrn¢ pridava 100 ml koncentrované kyseliny sirové.

Po ochlazeni se objem upravi na 1000 ml vodou.
4. Kyselina sirova, HySOy, zfedénd (1 : 1).

5. Siran méd’naty, CuSQOy, nasyceny roztok.

3. Pracovni postup
Kalibracéni kiivka

Do 100ml odmérnych ban€k se pipetuje (0,0; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0) ml
pracovniho standardniho roztoku (1) a baiky se doplni po znacku extrakénim roztokem
(2.2.1.4-2). Koncentrace dusi¢nanového dusiku v pfipravenych roztocich

je (0,05 0,2; 0,5; 0,8;1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0) mg/I.
Piiprava pro méreni

Do dvou zkumavek se pipetuje 3,5 ml slepého pokusu, kalibracniho standardniho roztoku
nebo vzorku a 140 pl zfedéné kyseliny sirové (3). Po promichani se do jedné ze zkumavek

piidaji 3 kousky reduktoru (2) a zkumavky se nechaji stat ptes noc.
Spektrofotometrické stanoveni

Nulové linie pfistroje se nastavi na vodu. Potom se méfi absorbance jednotlivych roztokt
pfi 210 nm v kyveté o optické délce 10 mm. Z rozdilti absorbanci s reduktorem a bez reduktoru
pro kalibra¢ni standardni roztoky se sestroji kalibracni kiivka. Rozdily absorbanci jednotlivych
vzorkl s reduktorem a bez reduktoru se vyhodnocuji z této kiivky. Stejnym zplisobem se stanovi
hodnota slepého pokusu, kterd se od vysledkli odecte. Pii piekroceni rozsahu kalibracni kiivky

se stanoveni opakuje s pouzitim vzorku ziedéného extrakénim Cinidlem.
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Poznamky

2.V prubéhu méreni musi byt zachovana konstantni teplota, protoze hodnota absorbance
dusicnanoveého iontu je teplotné zavisla.

3. Pri styku vzorkit nebo standardii s plasty miize dojit ke zvySeni hodnoty absorbance (pridanim
peroxidu vodiku se miize tento narust odstranit).

4. Stanoveni je silné ruseno rozptylem na pevnych casteckach v roztoku (napv. na vidknech filtracnich

papirti).
5.V prubéhu prdce je tieba pracovat se stejnou Sarzi vody. Je vhodné pouzit vodu zbavenou
organickych latek.
Literatura

1. J. Zbiral: Ovéfeni citlivého stanoveni dusi¢nanli v mokrém depozitu z monitorovacich bod.

Zavéredna zprava vyvojového tikolu 11/92. UKZUZ Brno, 1992.

2. VDLUFA, Methodenbuch, Band 1, Die Untersuchung von Bdden. VDLUFA Verlag,
Darmstadt 1991.
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STANOVENI DUSICNANOVEHO DUSIKU IONTOVE SELEKTIVNI
ELEKTRODOU

1. Rozsah pouziti

Postup je pouzitelny pro analyzu extrakti pud podle varianty B metoda 30930.1. Stanoveni

rusi pfitomnost chloridt, dusitand, hydrogenuhlicitanti a nékterych dalsich aniontt.

2. Princip
Dusi¢nany pfitomné v extraktu plidy zplsobuji zménu potencidlu dusi¢nanové iontove
selektivni elektrody. RuSivy vliv chloridii se odstrafiuje ptidavkem siranu stfibrného.
Poznamky
1. Vzhledem k rusivému viivu chloridii nelze pouzit referentni kalomelovou elektrodu. Pro méreni
Jje treba pouzit siranovy solny miistek nebo referentni merkuro-sulfatovou elektrodu.
3. Pomiicky
1. Milivoltmetr nebo pH-metr s rozsahem nejméné (0 — 400) mV a ptesnosti 0,1 mV.

2. Dusi¢nanova iontoveé selektivni elektroda a referentni elektroda, kterda neobsahuje

v kontaktnim elektrolytu dusi¢nany ani chloridy.

4, Chemikalie
1. Dusi¢nan sodny, NaNOs, zadsobni standardni roztok, c(NO;-N) = 1000 mg/1.

Ptiprava: 6,068 g dusi¢nanu sodné¢ho se rozpusti v kaddince v asi 200 ml vody.
Po Uplném rozpusténi se roztok kvantitativné pievede do 1000ml odmérmné banky
a baitkka se doplni po znacku vodou. Roztok je staly 6 mésicti pfi uchovani ve skle

v temnu pfi teploté 4 °C.
2. Dusi¢nan sodny, NaNOs, pracovni standardni roztok, c(NOs3-N) =200 mg/I.

Ptiprava: 20 ml zasobniho standardniho roztoku dusi¢nanu sodného (1) se pipetuje
do 100ml odmérné banky a banka se doplni po znacku extrakénim roztokem siranu
draselného (30930.1, Chemikalie, polozka 2).
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5. Pracovni postup
Kalibraéni kiivka

Do 100ml odmérnych ban¢k se pipetuje (0; 1; 2; 5; 10) ml pracovniho standardniho roztoku (2)
a banky se doplni po znacku extrakénim roztokem (2.2.1.4-2). Koncentrace dusi¢nanového
dusiku v pfipravenych roztocich je (0; 2; 4; 10; 20) mg/l a pro pomér (ptida : extrakéni roztok)
= (1 : 5) odpovida (0; 10; 20; 50; 100) mg dusi¢nanového dusiku na kilogram navazené pudy.
Méreni

Standardni kalibra¢ni roztoky a vzorky se preliji do kadinek o objemu 50 ml. Pfistroj i elektrody
se pro méfeni pfipravi podle ptisluSnych navodd k pouziti. Na pfistroji se nastavi méfeni
absolutniho potencidlu a elektrody se ponoii do zkoumaného roztoku. Potencial se odecte
po ustaleni s piesnosti na 0,1 mV. Elektrody se pted ponotfenim do dal§iho vzorku oplachnou
a peclivé otfou bunicitou vatou. Pii prekroCeni rozsahu kalibracni kiivky se extrakt tedi

extrakénim roztokem. Z hodnot zjiSténych pro standardni kalibrani roztoky se sestroji

kalibra¢ni graf.

Poznamky
2. Pokud jsou v pude pritomné chloridy, pridava se pred mérenim siran stiibrny.

3. Pro méreni je vhodnéjsi pouzit iontové selektivni elektrodu s obnovitelnym kapalinovym rozhranim

(Senkyi-Petr).

Literatura

1. V.G.J. Houba, J.J. van der Lee, I. Novozamsky, I. Walinga: Soil Analysis Procedures.
Soil and Plant Analysis, part 5. Syllabus, Department of Soil Science and Plant Nutrition,
Wageningen Agricultural University, 1989.
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STANOVENI DUSITANOVYCH IONTU SPEKTROFOTOMETRICKY

Princip

Reakci se sulfanilamidem se dusitany pievedou na diazoniovou sul a ta reakei

s N- (1- naftyl) - etylendiaminem na fialovou azo slouceninu. Intenzita fialového zbarveni

se m&fi spektrofotometricky pii 540 nm.

Pristroje a pomiucky

Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 540 nm a kyvetou 10 mm.

3.

Chemikalie

. Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCIl) = 2,4 mol/Il.

Ptiprava: K 50 ml vody se piida 21,9 ml koncentrované HCI, pievede do 100ml

odmérné banky a doplni vodou po znacku.
Sulfanilamid.

Ptiprava: 0,5 g sulfanilamidu se rozpusti ve 100 ml HCI (1).
Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 0,12 mol/Il.

Ptiprava: K 50 ml vody se pfida 1,10 ml koncentrované HCI, ptevede do 100ml

odmérné banky a doplni vodou po znacku.
N-(1-naftyl)-etylendiamin.

Ptiprava: 0,03 g N-(1-naftyl)-etylendiaminu se rozpusti v 10 ml HCI (3). Ptipravuje se
cerstvy.

. Dusitan sodny, NaNO,, zasobni standardni roztok, ¢ = 100 pg NO,-N/ml.

Ptiprava: V 500ml baiice se ve vod¢ rozpusti 0,2463 g NaNO, (s piesnosti na 0,1 mg)

a doplni vodou po znacku.
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4, Pracovni postup

Piiprava kalibraéni krivky

V prvnim kroku se do 50ml banky pipetuje 5 ml zasobniho standardniho roztoku dusitanu

sodného (5) a doplni po znacku. Tento roztok ma koncentraci 10 pg NO,-N/ml.
Dale se pipetuje podle tabulky 1.

Tabulka 1. Pfiprava standardi pro stanoveni dusitani v ptiidnim extraktu.

Krok | Pipetovany roztok | Pipetovany objem | Vysledny objem Vysledna
(ng NO,-N/ml) (ml) (ml) koncentrace
(ng NO,-N/ml)

1. 100 5 50 10

2. 10 5 50 1

3. 1 5 50 0,10

4. 0,1 5 50 0,01

5. 0,1 5 10 0,05

6. 0,1 20 25 0,08

7. 1 10 50 0,20

8. 0,2 15 25 0,12

9. 0,2 20 25 0,16

Davkovani ¢inidel

Pipetuje se 3000 pl roztoku kalibraéni kiivky nebo vzorku, ptida se 60 pl roztoku sulfanilamidu
(2) a necha se 5 min stat. Poté se prida 60 pl N-(1-naftyl)-etylendiaminu (4) anecha 20 min

vybarvovat. Zbarveni je stalé n¢kolik hodin.
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Méieni

M¢ti se absorbance standardti a vzorkl pii 540 nm v 10mm kyveté. Koncentrace dusitant
v extraktu se stanovi odectem z kalibra¢ni kiivky.

5. Vypocet

Varianta A

NavazZovala se dana navazka Cerstvého vzorku

VX (w+100) +mxw
100 X m

NO; — N (ug/gsug) = NO, — N (pg/ml) x

NO>-N (ng/gsus) koncentrace dusitanového N (ug/ml) v padnim vzorku
piepoctena na suSinu
NO2-N (ng/ml) koncentrace dusitanového N (ng/ml) v extraktu,

\% objem extrak¢niho Cinidla (ml),
m navazka Cerstvé pudy (g),
w vlhkost vyjadiend jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti
suché pudy.
Varianta B

NavaZovala se Cerstva puda, jejiz mnoZstvi odpovidalo danému mnoZstvi suché piady

(napt. SNA)

w Xm
V+ 50
NO; — N (ug/8sug) = NO; — N (ug/ml) x EEe—

NO2-N (ng/gsis) koncentrace dusitanového N (ug/ml) v pidnim vzorku
pfepoctena na susinu
NO2-N (pg/ml)  koncentrace dusitanového N (ug/ml) v extraktu,

A% objem extrak¢niho ¢inidla (ml),

m hmotnost such¢ pidy, které odpovida dané navazce Cerstvé pidy (g),

w vlhkost vyjadfend jako procentudlni pomér hmotnosti vody k hmotnosti
suché pudy.
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STANOVENI AMONNEHO DUSIKU IONTOVE SELEKTIVNI
ELEKTRODOU

1. Rozsah pouziti

Postup je pouzitelny pro analyzu vSech extrakti ptd podle kapitoly 2.2.1. Stanoveni rusi
pritomnost latek rychle hydrolyzujicich v alkalickém prostfedi za uvolnovani plynného

amoniaku (napf. amidy, kyanidy, apod.).

2. Princip

Amonné ionty pfitomné v extraktu ptidy se kvantitativné prevedou na amoniak pii pH 11 az
13. Uvolnény amoniak prochazi membranou plynové elektrody a meéni jeji potencidl. Zména

potencialu se vyhodnocuje metodou kalibracni kiivky.

3. Pomiicky
1. Milivoltmetr nebo pH-metr s pfesnosti 0,1 mV.
2. Amoniakova plynova elektroda.

3. Magneticka michacka s michadlem.

4. Chemikalie
1. Siran amonny, (NH4),SOy4, zasobni standardni roztok, c((NH4),SO4) =250 mg/I1.

Ptiprava: 1,1792 g siranu amonného se rozpusti v kadince v asi 200 ml vody.
Po uplném rozpusteéni se roztok kvantitativné pfevede do 1000ml odmérné banky, prida
se 1 ml chloroformu a baiikka se doplni po znacku vodou. Roztok je staly 3 mésice

pii uchovani ve skle v temnu pfi teploté 4 °C.
2. Siran amonny, (NHy4),SOj, pracovni standardni roztok, c((NH4),SO4) = 10 mg/I1.

Ptiprava: 10 ml zasobniho standardniho roztoku siranu amonného (1) se pipetuje
do 250ml odmérné banky a baitka se doplni po znacku extrakénim roztokem (2.2.1).

Roztok je staly jeden den.

3. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢(NaOH) = 10 mol/l.
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Piiprava: 40 g pevného hydroxidu sodného se rozpusti ve vodé a objem roztoku

se upravi na 100 ml. Roztok se skladuje v plastové pevné uzaviené nadobce. Je staly asi

1 tyden.
3. Pracovni postup
Kalibracni kiivka

Do 100ml odmérnych ban¢k se pipetuje (0; 2; 4; 6; 10; 20) ml pracovniho standardniho
roztoku (2) a banky se doplni po znacku pouzitym extrakénim roztokem. Koncentrace amonného
dusiku v pfipravenych roztocich je (0; 0,2; 0,4; 0,6; 1; 2) mg/l a pro pomér (ptida : extrakéni

roztok) = (1:5) odpovida (0; 1; 2;3;5; 10) mg amonného dusiku na kilogram navazené pudy.
Méreni

Do kadinek o objemu 150 ml se pipetuje 50 ml kalibra¢nich roztokl, vzorkd nebo slepych
pokusii. Pfistroj i elektrody se pro méteni nastavi podle navodu k pouziti. Na pfistroji se nastavi
méteni absolutniho potencialu a elektroda se ponoii do zkoumaného roztoku v kadince umisténé
na elektromagnetick¢é michacce. Za stalého michani se pfida 0,5 ml roztoku hydroxidu
sodného (3) a po ustaleni se odecte potencial elektrody. Za ustaleny stav se povazuje shodna
hodnota potencidlu po dobu 1,5 min. Potencial se odecte po ustdleni s pfesnosti na 0,1 mV.
Elektroda se pfed ponofenim do dalSiho vzorku oplichne vodou a peclivé otfe buniCitou
vatou. M¢éfi se od nulového bodu kalibracni kiivky smérem k vy$Sim hodnotam. Pti ptekroceni
rozsahu kalibracni kiivky se extrakt fedi extrakénim roztokem. Z hodnot zjisténych

pro standardni kalibra¢ni roztoky se sestroji kalibracni graf.

Poznamky

1. Kdyz elektroda vykazuje staly drifi, je pravdépodobné poskozena membrana a je tfeba ji vymenit.
Pri sniZeni citlivosti elektrody je treba vymeénit vnitini roztok a vycistit elektrodu.

2. Stanoveni rusi slouceniny rtuti. Jejich pritomnost v puddach je nepravdépodobna, ale v pripadeé jejich
vyskytu se miize ruseni odstranit pridavkem Nal pred mérenim.

3. Vzorky i kalibracni standardni roztoky museji mit stalou teplotu.

4. K sestrojeni kalibracniho grafu se bézné pouziva vypocetni technika, ale miize se pouZit
semilogaritmicky papir.
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STANOVENI AMONNEHO DUSIKU SPEKTROFOTOMETRICKY

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni amonného dusiku v pudnich extraktech podle metody 30930.1

a v piidnich extraktech pfi mikrobiologickych stanovenich.

2. Princip

Stanoveni je zalozeno na Berthelotové reakci amonnych iontl s chlornanem a salicylanem,
ktera dava modré zbarveni (salicylatovy analog indofenolu). Intenzita zbarveni se méfi

fotometricky pti 660 nm. Vysledky se vyhodnocuji metodou kalibra¢ni kiivky.

3. Pristroje a pomucky
1. Spektrofotometr s nastavitelnou vilnovou délkou 660 nm a kyvetou 10 mm.

2. Dilutor nebo davkovac.

4, Chemikalie
1. Reak¢éni roztok.

Ptiprava: V 375 ml vody se rozpusti 17 g salicylanu sodného, 12,5 g citronanu
sodného (poptipadé 14,25 g dihydratu citronanu sodného nebo 17,3 g citronanu
sodného s 572 molekulami vody), 12,5 g vinanu sodného resp. 14,8 g dihydratu vinanu

sodného, ptidé se 0,06 g nitroprusidu sodného a doplni vodou do 500 ml.
2. Alkalicky chlornan sodny, NaClO.
Ptiprava: K 1,75 g NaOH se pfida 5 ml zasobniho roztoku NaClO (100 mg/ml). Poté

se pfidd voda na celkovy objem asi 20 ml a po rozpusténi NaOH se objem upravi vodou
na 25 ml. Pracovni roztok se uchovavd maximaln¢ 5 dnii v dobie uzaviené nadobé¢
pti 4 °C.

3. Chlorid amonny, NH4Cl.
Ptiprava: 1,908 g NH4Cl se rozpusti v 500 ml vody a objem se upravi vodou

na 1000 ml. Ziska se zasobni roztok o koncentraci ¢(N) = 0,5 g/1.
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4. Pracovni standardni roztok chloridu amonného o c¢(N) = 0,02 g/1.

Piiprava: Do 250ml odmérné banky se pipetuje 10 ml roztoku chloridu amonného

a doplni se po znacku extrakénim roztokem.

3. Pracovni postup

Kalibraéni krivka

Do 100ml odmérnych bané€k se pipetuje (0; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0) ml pracovniho standardniho

roztoku (4). Banky se doplni po znac¢ku extrakénim roztokem. Ptipravené kalibra¢ni standardni

roztoky odpovidaji koncentraci amonného dusiku (0; 0,2; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0) mg/1.

V piipad¢ analyzy pidnich extraktli pii mikrobiologickych stanovenich se kalibrac¢ni kiivka

ptipravuje dle tabulky 1. s pfihlédnutim na pouZity extrak¢ni roztok.

Tabulka 1. P¥iprava kalibra¢nich roztoki pro stanoveni amonnych iontii mg NH, -N/L

Krok Pipetovany Pipetovany Vysledny Vysledna
roztok objem objem koncentrace
(mg NH4"-N/) (ml) (ml) (mg NH4-N/l)

1 500 10 50 100

2 100 10 100 10

3 10 20 25 8

4 10 15 25 6

5 10 10 25 4

6 10 5 25 2

7 10 5 50 1

8 1 5 50 0,5

Stanoveni

Do zkumavek se pipetuje 5 ml (2,5 ml) reakéniho roztoku (1) a 1 ml (0,5 ml) ptidniho
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extraktu, slepého pokusu nebo kalibra¢niho roztoku. Obsah zkumavky se dikladné promicha
anechd stat 15 min. Poté se pfida 0,4 ml (0,2 ml) roztoku chlornanu sodného (2), obsah
se opét dokonale promicha a nechd se 1 h vybarvovat. Vysledné zbarveni je stalé nckolik
hodin. Intenzita zbarveni se méfi na spektrofotometru pti 660 nm. Nulova hodnota pfistroje

se nastavi na demineralizovanou vodu. Hodnota koncentrace amonnych iontd ve vzorku

se odecte z kalibra¢ni kiivky.

Poznamka

1. Pri analyze pud s vysokym obsahem organické hmoty (napv. F, H horizonty lesnich pud) se miize

vyskytnou hnédé zbarveni vyluhu, které nema vliv na stanoveni.

Literatura

1. J.C. Forster: Soil nitrogen (1995) Assay of anaerobic ammonification.

2. Alef, K.: In Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry, Academic Press

London, pp. 79-87.
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STANOVENI AMONNEHO DUSIKU SPEKTROFOTOMETRICKY
(ISO 14256)

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni amonného dusiku v pidnich extraktech podle metody 30930.1.

Podle ISO 14256 je uréen pro extrakty ptud chloridem draselnym.

Poznamky

1. Extrakt piid roztokem siranu draselného je mozné pouzit, ale pritomnost sirani snizuje citlivost
stanoveni.

2.V této kapitole je popsin manualni postup. Soucdsti normy je také postup automaticky s vyuzitim
prutokovych analyzatorii (CFA). Vzhledem k riiznym postupiim, které zaviseji na typu pouzitého
pFistroje, je treba se pri pouZiti téchto analyzatorii vidit navodem k pouziti a prislusnou firemni
aplikacni literaturou. Velkou vyhodou pri pouziti priutokovych analyzatori je sniZeni objemu
vzorkit a cinidel a presnd casova posloupnost davkovani a méreni.

2. Princip

Stanoveni je zalozeno na Berthelotové reakci. Amonné ionty reaguji s chlornanem sodnym
za vzniku monochloriminu. Ten reaguje s fenolem za vzniku chinon chloroiminu, ktery s dalsi
molekulou fenolu tvofi indofenol, ktery je v alkalickém prostifedi modfe zbarveny. Jako
katalyzator reakce se pouziva nitroprusid sodny. Intenzita modrého zbarveni se stanovi

spektrofotometricky pti 630 nm a vysledky se vyhodnocuji metodou kalibraéni kiivky.
Poznamky
3. Stanoveni rusi mocovina, aminokyseliny a jiné dusikaté latky, které za podminek stanoveni
hydrolyzuji za wuvolnéni amoniaku. Ddle rusi med, sulfidy, kyanidy, thiokyanatany a hovcik
v koncentraci nad 30 mg/1.
3. Pomiicky
1. Spektrofotometr s moznosti méfit pii 630 nm s kyvetou o optické délce 10 mm.

2. Dilutor nebo vhodné davkovace.
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Chemikalie
Siran amonny, (NH4),SO4, zasobni standardni roztok, ¢ = 200 mg (NH4-N)/1000 ml.
Ptiprava: 0,9438 g siranu amonného (NH4),SO4 se rozpusti v asi 100 ml vody,
k roztoku se ptfidd 0,3 ml koncentrované kyseliny sirové pro potlaceni mikrobidlni
aktivity v pribehu skladovani. Roztok se kvantitativné pievede do 1000ml odmérné

banky a doplni vodou po znacku. Roztok je staly 1 mésic pii skladovani v tmavé lahvi

pti teploté 4 °C.
Siran amonny, (NH,4),SOy, kalibra¢ni standardni roztok, ¢ =2,00 mg (NH4-N)/1000 ml.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiky se pipetuje 5 ml zasobniho standardniho roztoku
siranu amonného (1) a banka se doplni po znacku vodou. Roztok se pfipravuje vzdy
cerstvy.

. Fenol, roztok, ¢ =70 g/I.

Ptiprava: 70,0 g fenolu se rozpusti v 1000 ml vody. Roztok je stdly nejméné 1 rok

pii skladovani v tmavé lahvi pfi laboratorni teploté.
. Nitroprusid sodny, Na,(Fe(CN)sNO).2 H,0, roztok, ¢ = 0,8 g/I.

Ptiprava: 0,8 g nitroprusidu sodného se rozpusti v asi 100 ml vody. Po rozpusténi

se objem upravi na 1000 ml.
. Tlumivy roztok.

Ptiprava: V asi 500 ml vody se rozpusti 22,0 g pevného hydroxidu sodného NaOH
a 280 g dihydratu citronanu trisodného C¢HsNa3;07.2H,0. Po rozpusténi se objem upravi
na 1000 ml.

. Reak¢ni ¢inidlo 1.

Ptiprava: Smisi se 15 ml roztoku nitroprusidu sodného (4) a 15 ml roztoku fenolu (3)

se 750 ml vody. Roztok se ptipravuje pred pouzitim.

. Reak¢ni ¢inidlo 2.

Ptiprava: 5,0 g dihydratu kyseliny dichloroisokyanurové C;Cl1,N3;NaO3.2H,0 se rozpusti
v 1000 ml tlumivého roztoku (5). Roztok je stdly nejméné 1 meésic pii uchovani
pti 4 °C.
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5. Pracovni postup

Do Erlenmeyerovych nebo obdobnych ban¢k o objemu asi 100 ml se pipetuje 10 ml ptidniho
extraktu, slepého pokusu, kalibraéniho roztoku nebo nulového kalibra¢niho roztoku (voda).
Potom se pfidd 40 ml reakéniho ¢inidla 1 (6) a obsah banky se dobfe promicha. Po 15 min
stani se piida 1 ml reak¢niho Cinidla 2 (7) a roztok se opét peclivé promichd. Pfed méfenim
se nechaji roztoky stat nejmén¢ 5 h pii laboratorni teploté. Poté se méfi intenzita zbarveni

na spektrofotometru pti vinové délce prochazejiciho svétla 630 nm v 10mm kyvete.

Poznamky

4. Norma predpoklada v této uprave pouziti pouze jednoho bodu kalibracni kiivky a vyzaduje tedy
prisné linearni kalibracni kiivku. Postup se miize modifikovat tak, Ze se pripravi vice kalibracnich
standardnich roztokii. Pro pripravu kalibracnich standardnich roztokit norma nepredpokiada
modelovani matrice pudniho extraktu. Pripadny viiv necistot extrakcéniho Ccinidla se odstrani
duslednym zarazovanim slepych pokusii.

5. Norma predpoklada pro pripravu zdkladniho standardniho roztoku pouziti chloridu amonného.
Vzhledem k tomu, Ze pouziti siranu amonného je podstatné vhodnéjsi, byla zde pouzita tato
modifikace normy.

6. Vypocet
W =2 x [(Av—Ab )/(As —An)] x D x R

W obsah dusi¢nanového a dusitanového dusiku v pidé (mg/kg) - vztazeno na suchou ptdu,
Av absorbance vzorku,

Ab absorbance slepého pokusu,

As absorbance kalibra¢niho standardniho roztoku,

An  absorbance nulového bodu kalibra¢ni kiivky,

2 koncentrace dusiku v kalibra¢nim standardnim roztoku (mg/1),

D zied'ovaci faktor. Pouziva se pfi prekroceni rozsahu kalibracni kiivky, kdyz bylo tieba
extrakt pid pfed méfenim fedit,

R faktor, ktery zahrnuje extrakéni pomér pudy k vyluhovacimu roztoku, provadi korekci

na vodu dodanou ve vzorku a piepocitava na suSinu podle ISO 11465.

R =Ve/Ms x (1 +w/100) + w/100

Ve objem extrakcniho ¢inidla (ml), pii extrakci podle ISO 14256 je Ve =200 ml,

Ms  navazka vzorku pidy (g), pfi extrakei podle ISO 14256 je Ms =40 g,

w obsah vody v pudé v hmotnostnich procentech vztazeny na vysusenou pudu podle
ISO 11465
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STANOVENI SIRY

Jesté pomérné nedavno byl pfisun siry do pudy ve formé¢ atmosférickych spadi vice nez
dostateény. Na za¢atku devadesatych let minulého stoleti byly viak vyznamné emisni zdroje v CR
i v byvalé NDR postupné odsifeny nebo odstaveny. Vysledkem bylo, ze mezi rokem 1990 a 2006
byly emise oxidu sifi¢itého v CR sniZzeny o vice nez 90 %. A tento trend byl v celé Evropé, kde
se pro ¢lenské staty EU uvadi sniZzeni emisi mezi rokem 1990 a 2011 celkové o 74 %. Jisté velmi
vitand a pozitivni zména — ale tato zména znamena také postupny pokles obsahu rostlindm
ptistupné siry v padé. A tak se po mnoha letech zanedbavani stava otdzka role siry ve vyzivé

rostlin velmi aktualni.
Sira ve vyzivé rostlin

Sira je pfedevsim soucasti nékterych aminokyselin, zdkladnich stavebnich soucasti proteind (asi
90 % siry piijaté rostlinami se vyuZziva pro tento ucel), ale je nutnd i pro tvorbu celé fady dalSich
dilezitych sloucenin. Nedostatek siry se nemusi primarné projevit snizenim vynosi, ale mize
se projevit snizenim kvality produkce. Pro bilan¢ni vypocty se uvadi, ze v 1 t zrna obilovin
odchazi asi (1,5 — 2) kg siry. U fepky je to vSak az 20 kg. Z environmentalniho hlediska je velmi
dilezity vztah mezi sirou a dusikem. Uvadi se, Ze nedostatek 1 kg siry zplsobi, Ze rostliny

nemohou vyuzit az 15 kg dusiku.
Sira v pudé

Z celkového obsahu siry v pudé je ve form¢ pfistupné pro rostliny asi jen 5 %. Pfistupna sira
se v pude vyskytuje jednak jako anorganicka — z velké vétSiny v siranové formé. V této forme
je znaén¢€ pohybliva a muze byt postupné vymyvana do spodnich horizontl mimo dosah
kotfenového systému rostlin. Tyto ztraty jsou uvadény v rozsahu (30 — 80) kg S/ha. DalSim
vyznamnym zdrojem siry je organickd hmota pidy, kde je pomér (C : N : S) zpravidla
(125 : 10 : 1,2). Takze mineralizaci ptidni organické hmoty se zpfistupiiuje kromé dusiku i sira.
Na ptidach s minimalnim vstupem siry je vice nez 90 % siry vazané pravé v organické hmoté
pudy. Obsah siranii v ptid€ je zavisly na pH, vlhkosti ptidy, teploté, mikrobidlni aktivité, sorpnich
schopnostech pudy, srazkach a na vstupech z atmosféry a z hnojiv. A je tu jest¢ jeden velmi

dilezity zdroj siry pro rostliny — spodni voda. Sirany rozpusténé ve spodni vodé mohou
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kapilarnimi silami dosahnout tiroven kotfenového systému rostlin. Tento zdroj siry je vyznamné;jsi
u sttedné té€zkych a tézkych pid, u lehkych pis€itych pid se Casto nemuize uplatnit. OvSem
1 na tézSich ptdach, kde doslo k utuzeni pidy v podornicnim horizontu, mtize byt tento pohyb

siranll pouze omezeny.
Sira v systému AZZP

Agrochemické zkouseni zemédélskych ptid (AZZP) CR je zaloZené na extrakénim postupu podle
Mehlicha 3. Extrakéni roztok podle Mehlicha 3 je univerzalni extrakcni Cinidlo, ve kterém lze
stanovit obsah vSech hlavnich zivin (P, K, Mg, Ca), mikrozivin (Cu, Zn, Mn, Fe, B) a také obsah
rostlinam pfistupné siry. Extrakéni roztok podle Mehlicha 3 je pouzitelny i pro stanoveni siry.
Jeho velkou vyhodou je to, Ze mize velmi efektivné vyuzit moderni analytické metody —
ptedevsim optickou emisni spektrometrii v indukéné vazaném plazmatu. Tato metoda umoziiuje
souCasné a velmi rychlé stanoveni vSech vyjmenovanych prvkl v extraktu pidy. Zavedeni
stanovendi siry do systému AZZP bylo tedy bylo pomérné snadné a levné. Postupy stanoveni, které
jsou vyuzivany v systému AZZP jsou uvedeny v prvnim dile (Jednotné pracovni postupy

UKZUZ, Analyza pad I).

Norma ISO 11048 popisuje stanoveni sirani v puadach po extrakci vodou i po extrakci
zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Norma zahrnuje pouze postup gravimetrického
stanoveni siranl jako siran barnaty, ale pfedevSim pii potieb& stanoveni koncentraci siranil
v roztoku pod 10 mg/I pfipousti pouziti jinych analytickych postupt. Je to predevsim ICP-OES,
turbidimetrické FIA stanoveni, nepfima FIA spektrofotometrie s pouZitim 2-aminoperimidinu,

SFA s methylthymolovou modfi, iontova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza.

Pii pouziti analytickych postupil, které stanovuji celkovy obsah siry v extraktu (ICP-OES),
je tieba pocitat s tim, ze v extraktech ptid neni vSechna sira ve formé siranové. Vysledky i jejich
vyhodnoceni museji s timto faktem pocitat. Podrobnéji je tento problém popséan v déale uvedené

literatufe.

Pouziti riznych extrakénich postupli umozituje rozliSit zastoupeni lehce a obtizné rozpustnych

sirant (sadra apod.).
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EXTRAKCE PUD PRO STANOVENI SIRANU A SIRY

1. Rozsah pouziti
Stanoventi je uréeno pro pidy upravené podle metody 30010.1.

Poznamky

1. CSN ISO 11048 predpoklada vyjadieni vysledkii po prepocteni na susinu. Pro stanoveni suSiny
v tomto pripadé nema teplota prekrocit 80 °C, aby nedochdzelo ke ztraté krystalové vody ze sadry.
Podil vzorku pouZity pro stanoveni susiny se pro dalsi analyzu nepouziva.

2. Norma predpoklada dalsi upravu jemnozemé I tak, aby vzorek prosel sitem 250 um. Pokud se pouZiji
vzorky o piivodni zrnitosti (pod 2 mm), jsou vysledky zpravidla o (2 — 5) % nizsi. Vzhledem k celkové
chybé stanoveni dané predevsim chybou odbéru vzorku piidy, obvykle se miize pro stanoveni pouZit
jemnozem I a rozdil zanedbat. Tuto skutecnost je vsak treba vidy uvést v protokolu.

2. Princip

Navazka upraveného vzorku pidy se extrahuje vodou v poméru (1 : 2) nebo (1 : 5), ptipadné

zfedénou kyselinou chlorovodikovou zfedénou.

3. Pristroje a pomucky

1. Rota¢ni nebo horizontélni ttepacka s takovou intenzitou tfepani, aby po celou dobu tiepani

nedochazelo k usazovani pudy.

2. Topna deska s regulaci teploty nebo piskova lazen.

4, Chemikalie
1. Demineralizovana voda s obsahem siranii pod mezi detekce pouzité analytické metody.
2. Kyselina chlorovodikova, HCI, zifedéna ¢(HCI) = 6 mol/Il.

Piiprava: K (500 + 10) ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (p= 1,18 g/em’)

se opatrn¢ piidava voda (1) az do celkového objemu 1000 ml.
3. Amoniak, zfedény vodny roztok.

Piiprava: 500 ml vodného roztoku amoniaku (p= 0,880 g/cm’) se doplni vodou
(1) na 1000 ml.
4. Dusicnan stiibrny, AgNOs, roztok, c(AgNOs) = 0,1 mol/l (pfiblizn¢).
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Ptiprava: (17 = 1) g dusi¢nanu stiibrného se rozpusti v asi 800 ml vody (1) a po rozpusténi

se doplni na 1000 ml.
5. Kyselina dusi¢nd, HNOs, koncentrovana, 65%, (m/m), c(HNOs) = 14,4 mol/l, p= 1,4 g/cmS.

5. Pracovni postup
A: Extrakce vodou (1 : 5)

(10 £ 0,1) g upravené¢ho vzorku pidy a (50 £ 0,5) ml vody (1) se tfepe v plastové uzaviené
nadobé na tfepacce 16 h pii laboratorni teploté. Po ukonceni extrakce se suspenze filtruje
zapomoci Bilichnerovy nélevky ptes vhodny filtracni papir. Objem ziskaného filtratu

se zaznamena.
B: Extrakce vodou (1 : 2)

(50 = 0,5) g upraveného vzorku pidy a (100 = 1) ml vody (1) se tiepe v plastové uzaviené
nadobé na tfepaCce 16 h pii laboratorni teploté. Po ukonceni extrakce se suspenze filtruje
za pomoci Biichnerovy nalevky pies vhodny filtrani papir. Objem ziskaného (filtratu

se zaznamena.
C: Extrakce ziredénou kyselinou chlorovodikovou

Do kédinky o objemu 500 ml se navazi (2,00 £ 0,01) g upraveného vzorku pudy, ptida se
(100 £ 1) ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (2), kadinka se zakryje hodinovym sklem
a zahtivd se v dobfe tdhnouci digestofi tak, aby mirny var probihal 15 min. Potom se stény
kadinky oplachnou vodou (1) a jesté¢ za varu se piidd n€kolik kapek koncentrované kyseliny
dusi¢né (5). Potom se po kapkéach ptidavd ziedény roztok amoniaku (3) az do vysrazeni
seskvioxidii. Pfidava se tak dlouho, az se lakmusovy papirek zbarvi roztokem v kadince
do modra. Suspenze se potom filtruje do konické banky o objemu 500 ml. Filtracni papir
se promyva vodou (1) az do vymizeni chloridii (kontroluje se kapkovou zkouskou s dusi¢nanem

sttibrnym (4)). Vysledny objem, ktery by nemé¢l presahovat 200 ml, se zaznamena.

Poznamky
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3. Pri postupech A a B se miiZe extrahovat v centrifugacnich tubdch a filtrace se miize nahradit
centrifugact.

4. Extrakty se mohou skladovat pri teploté (2 — 5) °C maximalnée po dobu 1 tydne.

5. Pri extrakci kontaminovanych vzorki kyselinou chlorovodikovou je nebezpect uvolnéni kyanovodiku,
sulfanu apod. Je treba dbat zvysené opatrnosti.

Literatura

1. CSN ISO 11048: Kvalita pady — Stanoveni sirant rozpustnych ve vodé a sirand
rozpustnych v kyselind. CSNI Praha. 1998.
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STANOVENI SiRY V PUDNICH EXTRAKTECH METODOU ICP-OES

1. Rozsah pouziti

Stanoveni je urCeno pro extrakty pid metodou 30940.1. Mlze se pouzit i pro stanoveni siry
v jinych pudnich extraktech. Celkovy obsah siry v extraktech se stanovuje nezavisle na chemické

vazbé.

2. Princip

Aerosol vzorku je veden do plazmatu, kde vlivem vysoké teploty dojde k termické excitaci
aionizaci prvkd. Pii pfechodu do nizSich energetickych stavli dochdzi k vyzéafeni

charakteristickych kvant, jejichZ intenzita je imérnéa koncentraci daného prvku ve vzorku.

3. Pristroje a pomucky

1. Opticky emisni spektrometr s indukéné€ vazanym plazmatem.

4. Chemikalie
1. Kyselina nebo voda pouzita pro extrakci vzork.
2. Argon, Cistota 4.2 nebo vyssi.

3. Dusik nebo argon, Cistota 4.8 nebo vyssi (pokud pfistroj vyzaduje proplach optické casti).

5. Pracovni postup
Pracovni standardni roztoky

Pro pfipravu roztokli pro konstrukci kalibra¢ni kiivky se pouziva zakladni certifikovany
standardni roztok siry (v siranové form¢) o koncentraci siry 1000 mg/l - S1. Z tohoto roztoku
se desetindsobnym ziedénim piipravi roztok S2 o koncentraci siry 100 mg/l. Pro kalibraci
se vyuziva 1 roztok S2, proto je tieba upravit jeho matrici shodné s ostatnimi kalibra¢nimi
body v zavislosti na matrici méfenych vzorkd (voda nebo kyselina pfip. extrakéni cinidlo

podle Mehlicha 3).
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Kalibraéni krivka

Z roztokli S1 a S2 se do 100ml odmérnych banck ptipravi roztoky pro konstrukci kalibra¢ni

ktivky podle tabulky 1.
Podminky méreni

Podminky méfeni se upravi podle doporuceni vyrobce a podle ovéfovaciho méteni. Priklad
nastaveni pro sekvenéni pfistroj JY-138: - prutok plazmového plynu 13,0 I/min, stinici plyn
0,28 I/min, zmlZovac - pritok 0,4 /min pfti tlaku 0,32 MPa. Vykon plazmy 1,0 kW. Promyvaci
¢as 25 s. Pfi vymyvani z nejvyssiho standardu na nulovy bod kalibraéni kiivky 45 s. Mt se
intenzita nejlépe na vlnové délce emitovaného zatreni 181,978 nm s korekci nespecifické emise.

Vyhodnoceni se provadi metodou kalibracni kiivky.

Tabulka 1. Roztoky pro konstrukci kalibra¢ni kiivky.

Poradové ¢islo kal. roztoku 1 2 3 4 5 6 7
Pracovni standardni roztok — S2 S2 S1 S1 S1 S1
Objem odm. bafiky (ml) 100 100 100 100 100 100 100
Pipetovany objem (ml) — 10 25 5 10 25 50
Koncentrace (mg/l) 0 10 25 50 100 250 500
Poznamky

1. Pro meéreni je vhodné pouzit zvihcovac argonu, ktery zamezi zandSeni zmlzovace vyloucenymi
solemi ze vzorkii.

89



extraktech piid metodou iontové chromatografie

“ Ustiedni k01’1tr01n’1' a Zkuéevbl?i ustav z?médélsky Strana 90
UkzU E\ Narodni referen¢ni laboratot
Jednotné pracovni postupy — Vydin A
Analyza puad III
30971.1 Stanoveni sirant ve vodnych Revize 0

STANOVENI SIRANU VE VODNYCH EXTRAKTECH PUD METODOU

IONTOVE CHROMATOGRAFIE

1. Rozsah pouziti

Metoda je uréena pro stanoveni sirani ve vodnych extraktech pid. Metoda je pouzitelna

i pro stanoveni chloridl a dusi¢nani, a to jak ve vodnych extraktech pid, tak i ve vodach.

2. Princip

Vzorek plidy se extrahuje vodou pii laboratorni teploté. Anionty pfitomné v extraktu se separuji
iontovou chromatografii. Jako stacionarni faze se pouzivd méni¢ aniontl, jako mobilni faze
se pouzivaji roztoky soli slabych jedno- nebo dvojsytnych kyselin (napf. uhlicitand,

hydrogenuhli¢itanit) a hydroxidi. Detekce se provadi pomoci vodivostniho

v kombinaci se supresorem.

3. Piistroje a pomiicky
1. Analytické vahy s presnosti 0,0001 g.
2. Rotacni tfepacka.

3. Laboratorni odstfedivka.

4. Tontovy chromatograf's CD detektorem, napt. ICS 3000 Dionex nebo podobny.

5. Aniontova analytické4 kolona, napi. AS9-HC Dionex s predkolonou, napt.AG 9-HC (Dionex).

6. Zatizeni pro pfipravu vysoce Cisté demineralizované vody.
7. Automatické pipety.

8. Jednorazové mikrofiltry, porozita 0,45 um a 0,22 pm.

4. Chemikalie

1. Voda, (ultracistd).

2. Uhli¢itan sodny, Na,CO:s.

3. Uhli¢itan sodny, roztok, c(Na,CO3) = 0,5 mol/l.
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Ptiprava: 26,4973 g uhlic¢itanu sodného (2) se rozpusti v asi 400 ml vody (1), doplni se

vodou do objemu 500 ml. Lze pouzit i komeréné¢ dodavany roztok.
4. Mobilni faze.

Slozeni mobilni faze zavisi na typu pouzivané analytické kolony. Pfi jeji pfipravé
se vychazi z pokynii vyrobce kolony. Vybrana kombinace separa¢ni kolony a mobilni faze
musi spliiovat pozadavky na rozliSeni — R nesmi klesnout pod 1,3. Piiklad slozeni

mobilni faze (pro chromatografické podminky uvedené v tabulce 3.1.5-1.)
5. Uhli¢itan sodny, c(Na,CO3) =9 mmol/l.

Ptiprava: 18 ml roztoku uhli¢itanu sodného (3) se napipetuje do 1000ml odmérné banky

a doplni se vodou (1) po znacku.
6. Zékladni standardni roztok siranu o koncentraci 1000 mg SO42'/1. Dodava se komercéneé.
7. Pracovni roztok siranu I o koncentraci 100 mg SO42'/1.

Ptiprava: Do 100ml odmémé banky se pipetuje 10 ml zadkladniho standardniho
roztoku (5) a doplni se vodou (1) po znacku. Roztok skladovany v polyethylenovych
nadobach pii (4 — 6) °C je staly jeden tyden.

8. Pracovni roztok siranu II o koncentraci 10 mg SO42'/ I.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 10 ml pracovniho roztoku I (6)

a doplni se vodou (1) po znacku. Roztok se pfipravuje v den pouZiti.

3. Pracovni postup

Priprava extraktu

Vodny extrakt se pfipravuje podle postupu uvedeného v CSN ISO 11 048.
I'Jprava extraktu

Pred nastiikem se z extraktu odstrani nerozpusténé ¢astice bud’ odsttedénim (10000 g, 10 min)

nebo filtraci pies jednorazové mikrofiltry.
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Méi‘eni na iontovém chromatografu

Pfi nastaveni chromatografickych podminek se vychazi z doporuceni vyrobce analytické kolony.

Ptiklad nastaveni chromatografickych podminek je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Kolona AS9-HC 2 x 250 mm, Dionex
Predkolona AG9-HC 2 x 50 mm, Dionex
Eluent 9,0mM Na,CO;3
Pritok eluentu 0,25 ml/min
Detekce Vodivostni detektor
Supresor ASRS-ULTRA, 2mm Recycle mode
Objem nastriku 10 ul
Teplota na koloné 25°C

Uvedené chromatografické podminky slouzi jako ptiklad. Mohou byt pouzity 1 jiné podminky

za ptedpokladu, Ze bude dosaZeno odpovidajicich separa¢nich parametrii
Kalibrace

Kalibra¢ni roztoky se pfipravi fedénim pracovniho roztoku I (6), pracovniho roztoku II (7),

popfipad¢ ptimym fedénim zékladniho roztoku (5).

Ptipravi se asi 5 kalibracnich roztokii pokryvajicich co nejrovnomérnéji zvoleny koncentracni

rozsah. Postupuje se napf. tak, jak je dale uvedeno pro rozsah (0,1 — 10) mg/I1.

Do tfady 100ml odmérnych ban€k se pipetuje (1; 5; 10) ml pracovniho roztoku II (7)
a(2,5;5; 7,5 ml pracovniho roztoku I (6). Bainiky se doplni vodou (1) po znacku a dobfte

se promichaji.
S wvyuzitim pracovniho roztoku II (7) se tak =ziska kalibraéni fada o koncentracich
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(0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10) mg SO4 /1.

Kalibra¢ni roztoky se pfipravuji v den pouziti. Po nastaveni chromatografickych podminek
austaleni chodu iontového chromatografu se proméii kalibracni roztoky. Ze ziskanych dat

se sestroji kalibracni kiivka.
Méreni vzorki

Po kalibrovani pfistroje se vzorky zméfi za stejnych podminek. Jednotlivé anionty se identifikuji
porovnanim reten¢nich ¢asti pikl roztoku vzorku s retencnimi Casy pikll roztoku standardu.
Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnéjSiho standardu. Jestlize koncentrace siranu
v analyzovaném vzorku piresdhne koncentrani rozsah kalibrace, vzorek se nafedi. Muze
se postupovat také tak, ze se provede kalibrace s vysSim kalibra¢nim rozsahem, pokud to

vymeénna kapacita kolony dovoli a vzorek se znovu analyzuje.

6. Vypocet

Hmotnostni koncentrace siranii ve vodném extraktu se vypocte z plochy jeho piku pomoci
kalibra¢ni funkce a vysledek se ptepocte podle piipadného fedéni vzorku. Pro vypocet se vyuziva

software pfistroje. Vysledky se vyjadiuji v mg/1.
Pro ptepocet na obsah sirant ve vzorku pidy X (mg/kg) se pouzije vztah
X=(VxA)/m

je koncentrace siranti ve vzorku (mg/kg),

celkovy objem extraktu (ml),

koncentrace siranti odectena z kalibra¢ni kiivky (mg/l),
hmotnost zkuSebniho vzorku (g).

B > <X

93



“ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky Strana
y " Narodni referen¢ni laboratoft o4
UKZUZ i .
Jednotné pr,acowon postupy — Vydini A
Analyza pud III
Ptidné mikrobiologické metody Revize 0

PUDNE MIKROBIOLOGICKE METODY

Pidni mikroorganismy jsou nepostradatelné z hlediska zajisténi piadnich funkci. Jako piiklad
muzeme uvést rozklad rostlinnych zbytkd, transformaci pidni organické hmoty, zpfistupnéni
Zivin rostlindm a tvorbu pldni struktury, kterd nasledné ovlivituje vodni a aeracni status pudy.
Vzhledem k rozmanitosti téchto procesti a pestrosti piidnich mikrobidlnich spolecenstev jak
z hlediska funk¢niho, tak taxonomického, je tfeba vzdy k hodnoceni biologické kvality puady

pouzit sadu metod.

Zakladnim parametrem je mikrobidlni biomasa stanovovana fumigacné-extrakéni metodou jako
C (MBC), ptipadn¢ N (MBN), vazany v mikrobidlnich bunkach. Mikrobialni biomasa jednak
pfedstavuje nejlabilnéjsi frakei piidni organické hmoty, jednak ,.stroj, odpovédny za témef
vSechny premény plidni organické hmoty. Tento parametr udava ,,mnozstvi‘ mikroorganismi
v dané ptidé€, nevypovida ale o jeho fyziologii (napf. rozliSeni mezi aktivnimi buiikami a buitkami

ve stavu dormance). Za timto Ucelem je tfeba provést analyzu mikrobialnich aktivit.

Pidni mikrobialni spolecenstva jsou charakteristickdi mimofadné Sirokym spektrem
metabolickych drah, které jim umoznuji ziskavat energii oxidaci nejriznéjSich organickych
1 anorganickych latek a rlst pfi pestré kombinaci abiotickych plidnich vlastnosti (pH, obsah O2
v pudnim vzduchu, redoxni potencidl, obsah a kvalita organické hmoty). Volba metod zavisi
zejména na ucelu studie. Nize uvedené postupy uvadéji zdkladni metody zamétené zejména
na transformaci ptiidni organické hmoty a kolob&h zivin. Pro stanoveni rychlosti rozkladu piidni
organické hmoty a celkové aktivity pldnich heterotrofnich mikroorganismi se pouziva
mikrobialni respirace (C mineralizace) stanovovana jako spotfeba Oz nebo produkce CO,. Méteni
se provadi bud’ bez ptidavku substratu (bazalni respirace) nebo s ptidavkem glukosy a mensiho
mnozstvi N a P (substratem indukovana respirace, SIR). Bazalni respirace zavisi na mnozstvi
dostupné organické hmoty, jeji kvalit¢ (snadno rozlozitelné nizkomolekuldrni organické
slouceniny vs. obtizné degradovatelné vysokomolekularni polymery) a diale na mnozstvi
a fyziologii pidnich mikroorganismii. Pro interpretaci ziskanych dat je proto tfeba pouzit dalSich
pudnich vlastnosti jako je napi. MBC ¢i vodou extrahovatelny C. SIR odrazi biomasu metabolicky
aktivni frakce ptidnich mikroorganismd, vyssi hodnoty byvaji nalézany v ptidach se vstupy snadno
rozlozitelnych organickych slougenin (napf. uréité typy organickych hnojiv). Cast piidaného
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substratu je vyuzita pro syntézu nové mikrobidlni biomasy. Dé€leni bunék je doprovazeno
exponencialnim ristem respirace, jejiz prubéh charakterizuje mikrobidlni ristovou strategii
zavisejici zejména na taxonomickém slozeni spolecenstev, fyziologii mikroorganizmu
a predchozich vstupech organickych latek do pidy. Alternativné k C se v pripadé N stanovuje N
mineralizace, vtomto pfipad¢ za aerobnich nebo anaerobnich podminek (amonifikace).
Amonifikace byla navrZena jako postup pro stanoveni zadsoby mineralizovatelného N, dualezitého
z hlediska vyzivy rostlin. Jak respirace tak mineralizace N je zajiStovana pfevaznou vétSinou
pudnich mikroorganisma. Nitrifikace, oxidace amoniaku pies dusitany na dusi¢nany, je naopak
provadéna taxonomicky uzkymi skupinami bakterii a archaei. Jednd se o vyznamny proces
z hlediska vyzivy rostlin, kdy amonné ionty, relativn€ pevné vdzané na minerdlni castice,
jsou oxidovany na labilni dusi¢nanové. Z uvedené¢ho divodu je nitrifikace dilezitd rovnéz
z pohledu ochrany spodnich vod. Kromé& méfeni nitrifikace inkubacnim pokusem je uvedena
metoda stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivity v pudni suspenzi pii optimalizaci pH
a koncentraci substratu. Specifickou skupinu metod predstavuji enzymatické aktivity. Jestlize
respirace nebo nitrifikace jsou vysledkem sloZitych metabolickych procest, v pfipadé enzymi
se jedna o stanoveni konkrétni reakce. Nize jsou uvedeny postupy pro stanoveni vybranych reakci

kolobéhu C, N, P a S pomoci chromogenich ¢i fluorogennich substratt.

Pida predstavuje vyznamny zdroj emisi sklenikovych plynt. Kromé CO»> se jedna o oxid dusny
(N20) a metan (CH4). Posledni jmenovany je vyznamny pouze v piipad¢ trvale zamokienych ptd,
jako jsou napt. mokiady nebo ryzovisté. Publikace uvadi postup pro stanoveni potencialni aktivity
denitrifika¢nich enzymt, odpovédnych za produkci N>O béhem denitrifikace. V rdmeci tohoto

procesu jsou dusi¢nany postupné redukovany na N»>O, ¢astecné potom az na No.

Diverzita mikrobialnich spolecenstev je zasadni jak z hlediska zajisténi zminénych funkci ptdy,
tak z hlediska rezistence a resilience vici piisobeni stresovych podminek (napt. kontaminace ¢i
sucho). V prvnim ptipadé se jednad o schopnost zachovat piidni funkce bez vyznamnéj$i zméeny,
ve druhém o schopnost jejich navratu na ptivodni hladinu po prvotnim vychyleni. Studium pidni
mikrobialni diverzity pfedstavuje mimotadné sloZitou problematiku jak z hlediska metodického,
tak interpretace dat. Publikace uvadi postup pro extrakci DNA z ptidy, amplifikaci specifickych
usekli metodou polymerazové ftetézové reakce (PCR) a naslednou analyzu termindlnich
restrikénich fragmentl. Jednd se o metodu relativni, kterd umoznuje identifikovat pudy
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s podobnym slozenim mikrobalnich spolecenstev.

Zavérem je teba fici, ze tento uvod predstavuje pouze hruby nastin toho, co je tfeba vzit v uvahu
pfi vybéru mikrobiologickych metod. Bohaty zdroj potfebnych informaci 1ze nalézt napt. v nize

uvedené monografii kolektivu autort pod vedenim M. Simka.

Literatura

1. M.Simek a kol.: Ziva ptida: biologie, ekologie, vyuZivani a degradace ptidy. Praha: Academia,
789 s.2019.
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ODBER, UPRAVA A SKLADOVANI VZORKU PUD PRO
MIKROBIOLOGICKE ROZBORY

1. Rozsah pouziti

Postup je urcen pro upravu a skladovani ptdnich vzorkli pro laboratorni stanoveni aerobnich
mikrobidlnich procestt v ornych pudéach, pidach trvalych travnich porostd, lesnich ptdach
a pro molekularné-biologické rozbory (analyza DNA). NizZe uvedené postupy se pouzivaji v rdmci
monitoringu mikrobialnich parametrti pid CR. V piipadé odbéru pro jiné ucely je tieba upravit
pocet odbérovych ploch na dané lokalité, stanovit jejich rozmisténi a upravit pocet vpichii z dané

plochy.

2, Pristroje a pomiicky

1. Sito o jmenovité délce ok 2 mm.

2. Sondyrka/Eijkelkamp, vrtak holandského typu (Edelman), primér 4 cm.
3. Mc¢fici pasmo.

4. Vytycky, vytyCovaci koliky.

5. Plastové zamrazovaci saCky (27 cm x 35 cm).

6. Stitky.

7. Provazek.

8. Zapisnik a psaci potieby.

9. Pravitko.

10. Pfenosny chladici box s namraZzenymi desti¢kami.

11. Zatizeni pro vyméteni pravého thlu (orné a travni pady).
12. GPS (lesni pudy).

13. Hlubokomrazici box s pracovni teplotou —80 °C (pro dlouhodobé skladovéni piid pro analyzu
DNA).
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3. Chemikalie

1. Lihdenaturovany.

Ptiprava: Denaturovany lih se smiché s vodou v poméru (4 : 1).

4. Pracovni postup

Odbér vzorku ornych pud a mineralnich horizontl pud trvalych travnich porostd v pfipadé, ze

neni pfitomen humusovy horizont: Vzorky se odebiraji sondyrkou dle odbérového schématu

na obrazku 1. Na kazdé odbérové ploSe je provedeno 18 vpichtl, ze kterych je vytvoren smésny
vzorek. Omé piidy a pidy travnich porostl se odebiraji z vrstvy (0 — 15) cm, pludy trvalych
travnich porostll po odstranéni drnové vrstvy. Jestlize jsou v pudach travnich porost ve vrstveé
(0 — 15) cm rozlisitelné horizonty, vzorky se odebiraji z vrchniho horizontu. Pokud by v tomto
ptipadé nebylo dosazeno pozadované hmotnosti, je tfeba zvysit pocet vpichil. Casti vegetaéniho
pokryvu, viditelné kofeny a velké ¢asti rostlin se odstrani. Mezi odbéry na jednotlivych plochach
je nutno sondyrku ditkladné ocistit. V pripad¢€, ze se ve vzorcich budou provadét molekularné-

biologické analyzy, je tieba ji mezi odbéry otfit denaturovanym lihem (4 : 1).

Obrazek 1. Odbérové schéma.

Obrazek 2. Odbér vzorkiu orné pudy.
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Odbér vzork lesnich ptd: Vyty¢i se ctverec o stranach pfiblizn€ 100 m, zaznamena se jeho poloha

(GPS). Vzorky se odebiraji na ndhodné zvolenych 10 odbérovych mistech. Koliky se oznaci
¢tverec o délce 25 cm. Odstrani se opad a z celé plochy se odebere vzorek fermentacniho
horizontu. V jednom z rohti se vyznaci ¢tverec o strané 10 cm a z vyznacené plochy se odebere
vzorek humusového horizontu. Poté se ze stejné plochy odebere vzorek mineralniho horizontu
pomoci 4 vpicht do hloubky 10 cm. Pokud je humusovy horizont malo vyvinuty a odebrané¢ho
vzorku by vzhledem k mnozstvi pozadovanému na analyzy bylo mélo, odebira se z celé plochy

(25 x 25) ecm. Do odbérového protokolu se zaznamena mocnost opadového, fermentacniho

a humusového horizontu.

Obrazek 3. Odbér vzorkii lesnich pid.

Popis vzorkt a odbérovy protokol: Na Stitku jsou uvedeny nésledujici udaje: kdd pozorovaci

plochy, kultura (ornéd ptda, travni porosty), odebrana vrstva v cm, datum a jméno osoby, ktera

odbér provadéla.
Priklad: 2001/ O/ 0-15 / 5.4.1999/ D. Villa

O odbéru se vyhotovi protokol, ktery obsahuje stejné tdaje jako jsou uvedeny na Stitku.

Do protokolu se zaznamenaji vSechny dalsi udaje, které mohou mit na vysledné hodnoty vliv
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(snéhova pokryvka, zamokfteni, rizné zptisoby obhospodatovani odbérové plochy apod.).

Transport vzork: Vzorky by mély byt transportovany v plastovém sacku tak, aby

se minimalizovaly zmény v obsahu vlhkosti. Vzorky maji byt uchovany v chladu a temnu
(chladici box). Vzorky se co nejdiive dopravi do laboratofe a ulozi v ledni¢ce pfi teploté

(4 = 2) °C. Pokud je to mozné, mélo by se zabranit zhutnéni vzorku.

Zpracovani vzorkt: Vzorky maji byt zpracovany co nejdiive po odbéru.

Vzorky minerdlnich horizontt: Ze vzork se pted prosévanim na situ o jmenovité délce strany ok

2 mm odstrani zbytky rostlin, vét$i pidni fauna a kameny. Proséva se ru¢né. Je-li ptida prilis vlhka
k prosévani, vzorek se rozprostfe a necha obeschnout tak, aby bylo mozno jej prosit. V prib¢hu
vysouseni se vzorek mélni prsty a Casto promichdva, aby se zabranilo nadmérmému vysuSeni
povrchu. BéZné se vysousi pii laboratorni teploté, a to jen do té miry, aby bylo mozno pudu prosit.
Co nejrychlejsi proseti vzorkli pro analyzu DNA a stanoveni profilii piidnich enzymatickych

aktivit ma nejvyssi prioritu.

Vzorky organickych horizontli: Ze vzorki fermentac¢nich horizontl se odstrani nenarusené zbytky

rostlin (napf. vétve, listy, kofeny). Castetné rozlozené rostlinné zbytky se rozmélni tak, aby mohly
byt prosety pies sito o jmenovité délce strany oka 2 mm. Vzorky humusovych horizonti

se zpracuji stejné jako vzorky mineralnich horizonti.

Zasady pro praci se vzorky pro molekularné-biologické analyzy:

1. Vzorky pro molekularné-biologické analyzy se upravuji pfednostné.

2. Sita a podnosy se pred pouzitim a mezi jednotlivymi vzorky oplachuji vodou a lihem.

3. Vzorky se prosévaji v rukavicich, na kazdy vzorek se pouziji nové rukavice.

4. Na kazdy vzorek se pouziva Cisty filtracni papir.

5. Pted ptipravou je tfeba nachystat dostate¢né mnoZzstvi nastiihané bunicité vaty na utirdni sit,

podnosii a pracovnich ploch.

Skladovéni vzorki: Vzorky se uchovavaji v temnu pfi (4 + 2) °C. V optimalnim ptipad¢ se analyzy

provedou ihned po odbéru vzorkli. Nedoporucuje se uchovavat takova mnozstvi vzorku,

pii kterych dochazi ke vzniku anaerobnich podminek na dné vzorkovnice, napt. ve vrstvach
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nad sebou. Doba uchovani vzorkii by neméla ptesdhnout 3 mésice. Vzorky nesméji byt vysuseny
ani nesmi dojit k jejich nadmérnému zvlhéeni. V ptipadé potteby je mozno vzorky po prosati
zamrazit pfi —20 °C. Pfed analyzou se standardné rozmrazuji nejméné tyden pii 4 °C. Vzorky
pro molekuldrné-biologické analyzy se analyzuji ihned po Gprave. Pokud to neni mozné, skladuji
se pfi —20 °C (nejdéle 2 roky) nebo pii —80 °C (nejdéle 10 let). DNA se extrahuje ihned

po rozmrazeni. Jestlize jsou vzorky zmrazeny, mohou byt rozmrazeny pouze jednou.

Preinkubace: Pied zacatkem laboratornich analyz by mél byt vzorek preinkubovan, aby bylo
umoznéno vytvofeni rovnovaznych podminek mikrobidlniho metabolismu. Podminky

preinkubace jsou uvedeny pro kazdou metodu zv1ast’.

Literatura

1. ISO 18400-206 Soil quality — Sampling — Part 206: Collection, handling and storage of soil
under aerobic conditions for the assessment of microbiological processes, biomass and

diversity in the laboratory, 2018.
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STANOVENI UHLIKU A DUSIKU MIKROBIALNI BIOMASY
FUMIGACNI EXKTRAKCNI METODOU

1. Rozsah pouziti

Fumigacni extrakéni metoda je vhodna pro stanoveni uhliku a dusiku mikrobidlni biomasy
ve vzorcich pid mineralnich i organickych. Je pouzitelnd pro plidy kyselé, s Cerstvym piidavkem

organické hmoty a pro pidy odebrané z mist s vysokym obsahem vody.

2. Princip

Béhem fumigace piidniho vzorku se intaktni mikrobidlni bunky lyzuji a mikrobialni organicka
hmota se uvolni do puady. NeZiva organickd hmota neni fumigaci vyznamné ovlivnéna. Padni
vzorky se fumiguji 24 h chloroformem. Obsahy organického uhliku a dusiku se stanovi
v extraktech (K2SO4, ¢ = 0,5 mol/l) fumigovanych a nefumigovanych piid a z rozdilli se vypoctou

hodnoty obsahu ptidniho mikrobiélniho uhliku a dusiku.

3. Piistroje a pomiicky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (25 + 2) °C.
2. Exsikator, pramér asi 30 cm.

3. Lahvicky, 125 ml.

4. Vodni vyvéva.

5. Horizontalni tfepacka.

6. Centrifuga.

7. Varné kaminky.

8. Filtracni papir.

4. Chemikalie
1. Chloroform bez etanolu (napt. LiChrosolv, Merck).
2. Siran draselny, c(K2SO4) = 0,5 mol/l.
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Ptiprava: 87,1 g KoSOs4 se rozpusti ve vodé a po pievedeni do 1000ml odmémé banky

se doplni po znacku.

3. Hydroxid sodny, NaOH.

Poznamky

1. 'V pripade, Ze ve vzorcich ma byt stanoven dusik mikrobialni biomasy, musi se pouZit takova Sarze
K>S0, jejiz roztok (0,5 mol/l) po mineralizaci peroxodisiranem draselnym vykazuje pri 210 nm
dostatecné nizkou absorbanci. Zpravidla vyhovuji chemikalie dodavané firmou Merck.

5. Pracovni postup

Preinkubace: Navazené vzorky (pro fumigaci i1 pro extrakci bez fumigace) se preinkubuji jeden
den pii teploté (25 + 2) °C. Obsah vody ve vzorcich pfi analyze by mél byt vyssi nez 30 %
maximalni vodni kapacity (WHC) pro zajisténi maximalni G€innosti par chloroformu
pfi fumigaci. Pidy, jejichZ vlhkost je niZ§i neZ uvedena hodnota, jsou standardné dovlhceny
na 60 % WHC. Lahve se vzorky, které¢ budou fumigovany, se oznaci na Stitku tuzkou, aby nedoslo
k odstranéni oznaceni béhem fumigace. V piipadé potieby, napt. u pid s velmi nizkou vlhkosti,
se dovlh¢uje na niz§i hodnotu obsahu vody v rozmezi (30 — 60) % WHC. Tato skute¢nost musi

byt uvedena ve vysledkovém protokolu.

Fumigace a extrakce: Do exsikatoru se vlozi vétsi filtracni papir ovlhéeny vodou, kadinka

s n¢kolika pecickami NaOH (3) k jimani CO; uvolnéného ze vzorka a kadinka s asi 40 ml
chloroformu (1) s varnymi kaminky. Do lahvicek o objemu pfiblizn€ 125 ml se navazuje Cerstva
puda ve tfech opakovénich, v pfipadé¢ mineralniho a humusového horizontu odpovidajici 10 g
suché ptdy, v piipad¢ fermenta¢niho horizontu odpovidajici 5 g suché ptidy. Vzorky ornych pad
a pud trvalych travnich porostii se navazuji ve tfech opakovanich, lesnich ptd ve Ctyfech. Vrstva
pudy nesmi byt vyssi nez 2 cm, jinak nastavaji problémy s odstranénim chloroformu po skonceni
fumigace. V pfipad¢ potieby se navdzka vzorku a néasledné extrak¢niho ¢inidla odpovidajicim
zpusobem snizi. Vzorky se preinkubuji a poté umisti do exsikatoru. Ten je evakuovan, dokud

chloroform silné€ nevie 2 min. Poté se uzavie a umisti na 24 h na temné misto.

Po fumigaci se exsikator zavzduSni a vycisti, odstrani se kadinka s chloroformem a na dno

se polozi novy vlhky filtracni papir. Exsikator se 12 X po 2 min evakuuje a opakované
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se zavzdusni, aby doslo k odstranéni par chloroformu.

Fumigované vzorky se extrahuji 40 ml roztoku K>SOs (2) 30 min na horizontalni tfepacce
(200 kmitti/min). Poté se odstfedi, prevedou do jinych centrifuga¢nich zkumavek a vlozi se
do mrazéku na —18 °C, aby doslo k vysrdzeni CaSO4. Vzorky organickych horizontt se filtruji
ptes filtrani papir s nizkym obsahem amonnych iontii. Paralelné se proplachne filtra¢ni papir
stejnym mnozstvim extrakéniho roztoku ve tfech opakovénich ke stanoveni C a N (blank).
Ptipadny zakal v extraktech vzorkli fermentac¢nich horizontii se odstrani odstfedénim 10 min
pii 14 000 ot/min. V den zahdjeni fumigace se stejnym zptisobem extrahuji nefumigované vzorky.
V extraktech se stanovi oxidovatelny uhlik a celkovy dusik. Vzorky se pfed analyzou uchovavaji

pti —18 °C. Chemickd analyza fumigovanych a nefumigovanych vzorki probiha soucasné.
6. Vypocet

Mnozstvi uhliku mikrobidlni biomasy MBC (pug/gsus) se vypocte ze vztahu

MBC = (CF — CNF) /K,

CF oxidovatelny uhlik (ug/gsus) extrahovany z fumigovanych pud, v pfipadé organickych
horizontii po odectu blanku,

CNF oxidovatelny uhlik (pg/gsus) extrahovany z nefumigovanych pad, v ptipadé organickych
horizontii po odectu blanku,

Kec  pfepocitavaci faktor, Kec = 0,38.

Mnozstvi dusiku mikrobialni biomasy MBN (ug/gsus) se vypocte ze vztahu
MBN = (NF — NNF) /K,

NF celkovy dusik (pg/gsus) extrahovany z fumigovanych pid, v piipadé fermentacnich
horizontii po odectu blanku,

NNF celkovy dusik (ug/gsus) extrahovany z nefumigovanych ptd, v pifipadé fermentacnich
horizontl po odectu blanku,

Ken  pfepocitavaci faktor, Ken = 0,45.
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STANOVENI OXIDOVATELNEHO UHLIKU V PUDNIM EXTRAKTU
(K2S04)

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro stanoveni oxidovatelného uhliku v extraktech vzorkll pid. Standardné

se pouziva pti stanoveni uhliku mikrobialni biomasy fumigacni extrakéni metodou.

2. Princip

V piitomnosti silné kyseliny se organickd hmota oxiduje a Cr(VI) redukuje na Cr(III). Ubytek
Cr(VI) se stanovi fotometricky.

3. Piistroje a pomiicky
1. Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 340 nm.
2. SuSarna s kontrolou teploty.

3. Zkumavky s kovovym uzdvérem, napi. Fisher Scientific, (120 x 17) mm, tloustka stény 1,2

mim.

4. Chemikalie
1. Dichroman draselny, K>Cr,07, roztok, ¢(K2Cr20O7) =25 mmol/l.

Ptiprava: 0,3680 g KoCr2O7 se rozpusti ve vodé a po pievedeni do 50ml odmérné banky

se doplni po znacku.
2. Kiyselina sirova, H>SO4, 95 %.
3. Mineralizacni smes.

Ptiprava: K 10 ml roztoku dichromanu draselného (1) se ptida 25 ml vody a poté se opatrné

za michani ty¢inkou pfida 73 ml kyseliny sirové (2) a necha vychladnout.
4. Glukoza bezvoda.
5. Siran draselny, K2SOs, roztok, c(K2SO4) = 0,5 mol/l.

Ptiprava: 87,1 g K2SO4 se rozpusti ve vode a po prevedeni do 1000ml odmérné banky

se doplni po znacku.
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5. Pracovni postup

Ptiprava standardnich roztokt: Standardy (0; 5; 10; 20; 30; 40; 50) ng C/ml se pfipravuji v roztoku

siranu draselného (5). V roztoku siranu draselného (5) se rozpusti 0,25 g glukozy (4) navazené
s presnosti na 0,1 mg a doplni se roztokem (5) do 100 ml. Vysledny roztok mé koncentraci

1000 pg C/ml. Dale se pipetuje dle tabulky 1.

Tabulka 1. Pfiprava standardi pro stanoveni oxidovatelného uhliku v extraktu.

Krok | Pipetovany roztok Pipetovat Vysledny objem Vysledna
koncentrace
(ng C/ml) (ml) (ml) (ng C/ml)
1. 1 000 5 100 50
2. 50 5 50 5
3. 50 5 25 10
4. 50 10 25 20
5. 50 15 25 30
6. 50 20 25 40

Mineralizace: Do zkumavek s kovovym uzévérem se napipetuji 3 ml mineraliza¢ni smési (3)
a pridaji 2 ml standardu nebo vzorku. Smés se diikladné promichd, zkumavky se uzaviou a nechaji
mineralizovat v susarné 40 min pii 135 °C. Po skonceni mineralizace se vzorky nechaji 2 h
zchladnout. V pfipadé stanoveni uhliku mikrobidlni biomasy fumigacni extrakéni metodou

se u filtrovanych vzorki zaroven stanovi 1 obsah uhliku v blanku.

Me¢éteni: Méti se absorbance standardil a pidnich extraktd pfi 340 nm. MnozZstvi oxidovatelného
uhliku v extraktech se stanovi vypoctem z kalibra¢ni kiivky. Pokud jsou hodnoty absorbance
extraktli mimo rozsah kalibracni kiivky, extrakt se zifedi siranem draselnym (5) a mineralizace

se opakuje.
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6. Vypocet
X
C(ug.g™") = C(pg. ml™7) X
C(nggh obsah extrahovatelného oxidovatelného uhliku v pidnim vzorku pfepocteny
na suSinu,
C (ug.ml1)  koncentrace oxidovatelného uhliku v extraktu odectend z kalibra¢ni kfivky,
\Y objem extrakéniho ¢inidla (ml),
m navazka suché pudy (g), které odpovida dané navazce Cerstvé pudy,
w obsah vody vyjadfeny jako procentudlni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché
pudy.
Literatura
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STANOVENI CELKOVEHO DUSIKU V PUDNIM EXTRAKTU (K2SO4)

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro stanoveni celkového dusiku v extraktech (0,5M K>SO4) vzorki mineralnich
1 organickych pid. Standardné se pouziva pii stanoveni dusiku mikrobidlni biomasy fumigacni

extrakéni metodou.

2. Princip

Organicky dusik v plidnim extraktu se oxiduje na nitratové ionty peroxodisiranem draselnym
v alkalickém prostfedi. Koncentrace nitratovych iontii se stanovi fotometricky méfenim
absorbance v UV oblasti ptfi 210 nm po odecteni absorbance vzorku, ve kterém byly nitraty

odstranény pomoci Zn/Cu reduktoru.

3. Pristroje a pomiicky
1. Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 210 nm.

2. Zkumavky s uzavérem a septem, napi. zkumavka bakteriologicka se zavitem GL, (16 % 100)
mm, tloustka stény 1,8 mm, Fisher Scientific; septum La-Pha-Pack, PTFE red/Silicone
white/PTFE red, 45 © shore A, 1,0 mm.

3. Tlakovy hrnec s indikatorem tlaku.

4. Chemikalie

1. Peroxodisiran draselny, K>S>Os.

2. Kyselina borita, H3BOs.

3. Hydroxid sodny, NaOH, c(NaOH) = 3,75 mol/l.

Ptiprava: 75 g NaOH se rozpusti ve vod¢ a po prevedeni do 500ml odmérné banky

a vytemperovani se doplni po znacku.
4. Zinek granulovany, (3 — 5) mm.
5. Siran méd’naty, pentahydrat, CuSO4.5H20, nasyceny roztok.

6. Kyselina sirova, H2SOg4, roztoky (1 : 1) (pfiprava reduktorit) a (1 : 10) (stanoveni nitrati).
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7. Mineraliza¢ni smés.

Ptiprava: Navazi se 10 g peroxodisiranu draselného (1), 6 g kyseliny borité (2) a pfida
20 ml roztoku hydroxidu sodného (3). Smés se promichd, ptidd se voda a po rozpusténi

doplni na celkovy objem 200 ml. Smés se pripravuje vzdy Cerstva. Vazi se plastovou nebo

sklenénou 1zickou do sklenéné vazenky.

8. Reduktor.

Ptiprava: K 250 g granuli zinku (4) se pfida kyselina sirova (6), aby granule byly ponofeny
a necha se ptsobit do oc¢isténi povrchu granuli. Po oplachnuti vodou a odsati se piida 25 ml
nasycené¢ho roztoku CuSOs (5). Po zlernani se granule oplachnou vodou, aby
neodpadavaly kousky reduktoru. Pied aplikaci na vzorky je tieba danou Sarzi pfipraveného

reduktoru vyzkouset na kalibracni kiivce. Reduktory je mozno s touto procedurou pouzivat

opakovang.
9. Chlorid amonny, NH4Cl.
10. Siran draselny, K2SO4, c(K2SO4) = 0,5 mol/l.

Ptiprava: 87,1 g K»SO4 se rozpusti ve vodé a po pievedeni do 1000ml odmérné banky

se doplni po znacku.

5. Pracovni postup

Ptiprava standardnich roztokt: V 500ml odmérné barnice se ve vode rozpusti 1,9095 g NH4Cl

s presnosti na 0,1 mg a doplni se vodou po znacku. Ziska se zasobni roztok o koncentraci 1000 pg

NH;"-N/ml. Dale se pipetuje dle tabulky 1. Standardy (0; 1; 3; 5; 8; 12) ug NH4'-N/ml

se ptipravuji v 0,5M K>SO4 (10).
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Tabulka 1. Pfiprava standardi pro stanoveni organického dusiku v extraktu.
Krok | Pipetovany roztok Pipetovat Vysledny objem Vysledna
koncentrace
(ng NHs-N/ml) (ml) (ml) (ng NHs-N/ml)
l. 1000 5 100 50
2. 50 20 25 40
3. 50 15 25 30
4. 30 10 25 12
5. 40 5 25 8
6. 50 5 50 5
7. 5 5 25 1
8. 5 15 25 3

Mineralizace: Do zkumavek se pipetuji 2 ml mineraliza¢ni smési (7), 2 ml standardu nebo vzorku,
zkumavky se uzaviou a vlozi do tlakového hrnce s 1 1 vody. Mineralizace se neché probihat 30 min
od chvile, kdy indikator tlaku ukazuje maximalni tlak. V ptipad¢ stanoveni dusiku mikrobialni
biomasy fumigacni extrakéni metodou se u filtrovanych vzorki stanovi zérovei i obsah dusiku

v blanku.

Redukce nitrat: Pfed méfenim se pipetuje 1500 ul vzorku nebo standardu a 2000 pl roztoku
0,5M K2SO4 (10). Kazdy vzorek i standard se pipetuji dvakrat. K napipetovanym vzorkim
a standardtim se ptfida 140 pl H>SO4 (1 : 10) (6), roztok se dikladné promichd, k jednomu
opakovani kazdého paralelniho stanoveni se piidaji 2 az 3 granule reduktoru (8) a vzorky nechaji
pfes noc pii laboratorni teploté. Vzorky, jejichZ absorbance je mimo rozsah kalibra¢ni kifivky,

je tfeba natedit pfed mineralizaci. Optimalni pom¢éry je tieba vyzkouset.

M¢teni: Absorbance standardii a vzorkli se méfi pfi 210 nm. Hodnoty absorbanci roztoku
s reduktory se odectou od hodnot absorbanci roztoki neredukovanych. Koncentrace celkového

dusiku v extraktu (ng/ml) se stanovi z kalibra¢ni kiivky.
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6. Vypocet
X
o L Vo0
N(pg.g™") = N(pg.ml™") x
N (png.gt) obsah extrahovatelného celkového dusiku v padnim vzorku pfepocteny
na susinu,
N (pg.ml1)  koncentrace celkového dusiku v extraktu odectena z kalibracni kiivky,
\Y objem extrakéniho ¢inidla (ml),
m navazka suché pudy (g), kterd odpovida dané navazce Cerstvé pldy,
w obsah vody vyjadieny jako procentudlni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché
pudy.
Literatura

1. P.C. Cabrera, M.H. Beare: Alkaline persulfate oxidation for determining total nitrogen
in microbial biomass extracts. Soil Sci. Soc. Am. J., 1993, 57, 1007-1012.
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STANOVENI BAZALNI RESPIRACE TITRACNI METODOU

1. Rozsah pouziti

Metoda se pouziva pro stanoveni bazalni respirace ve vzorcich ptid minerdlnich i organickych.

Metoda neni vhodné pro karbonatové pudy.

2. Princip

Piidni vzorek se inkubuje v uzaviené lahvi nad roztokem hydroxidu sodného, do kterého se jima

uvolnény COs. Jeho mnoZstvi se stanovi zpétnou titraci.

3. Pristroje a pomiicky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (22 + 2) °C.

2. Lahve, 350 ml.

3. Erlenmeyerovy banky, 100 ml.

4. Sacky z monofilu nebo jiného vhodného materialu.

5. Byreta

4, Chemikalie
1. Destilovana voda, oxid uhli¢ity se odstrani vyvatenim.
2. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 0,05 mol/I.

Ptiprava: 2,00 g NaOH se rozpusti ve vod¢ zbavené oxidu uhlicitého (1) a po pievedeni

do 1000ml odmérné banky se doplni po znacku.
3. Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCl) = 0,1 mol/Il.

Ptiprava: 8,8 ml HCI (35%) se pfidd do vody (1), ptevede do 1000ml odmérné banky

a po vytemperovani se doplni po znacku.
4. Chlorid barnaty, BaCly, roztok, c(BaClz) = 0,5 mol/l.

Ptiprava: 10,4 g BaCl> nebo 12,2 g BaCl,.2H>O se rozpusti ve vod¢ (1), prevede do 100ml

odmérné banky a doplni po znacku.
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5. Fenolftalein.

Ptiprava: 0,1 g fenolftaleinu se rozpusti ve 100 ml 60% (v/v) etanolu.
6. Metyloranz.

Ptiprava: 0,1 g metyloranze se rozpusti ve 100 ml vody (1).
7. Uhli¢itan sodny, Na>xCOs3, roztok, c¢(Na>xCO3) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: 5,2995 g Na>xCOs susené¢ho 30 min pfi (270 — 300) °C, se rozpusti ve vodé

a po prevedeni do 1000ml odmérné banky se doplni po znacku.

3. Pracovni postup

Obsah vody ve vzorku: Stanoveni respirace se provadi pii obsahu vody, ktery odpovida

(40 — 60) % maximalni vodni kapacity (WHC). Standardné se pidy dovlh¢uji na 60 % WHC.

V piipadé velmi nizkého obsahu vody toto miliZe byt problematické a zvoli se dovlhcovani na nizsi
hodnotu. V kazdém piipad¢ se ale pidy v ramci jednoho experimentu dovlh¢uji na obsah vody

odpovidajici stejné hodnoté¢ WHC. Tato hodnota se uvede do vysledkového protokolu.

Preinkubace: Pldy se preinkubuji pii 22 °C do doby konstantni rychlosti respirace. Pro orné ptidy
a pudy trvalych travnich porostii bazalniho monitoringu byla experimentaln¢ nalezena vhodna
doba 6 dni. Na preinkubaci se do 100ml Erlenmeyerovy baiiky navazi Cerstva puda odpovidajici
mnozstvi suSiny uvedenému v tabulce 1 a po kapkach se pfida voda na definovanou hodnotu
WHC. Erlenmeyerovy batiky jsou béhem preinkubace uzavieny parafilmem. Vzorky se navazuji

ve tiech opakovanich.

Inkubace vzorki a stanoveni uvolnéného CO»: Do 350ml lahvi se pipetuje 20 ml roztoku NaOH

(2). Navazka odpovidajici mnozstvi suché pudy uvedenému v tabulce 1 se pfevede do sacku
z monofilu a zavési do lahve nad roztok NaOH a vzorek se inkubuje 72 h. Paralelné se provadi
5 slepych stanoveni. Jimany CO» se stanovi zpétnou titraci roztokem HCI (3), po ptidavku 2 ml
roztoku BaCly (4) na fenolftalein (5). Pokud je spotieba HCI na titraci nizsi nez 2 ml, stanoveni
se opakuje se snizenou navazkou. Roztok HCI se standardizuje titraci 10 ml roztoku Na,COs (7)
na metyloranz (6). Po pfechodu roztoku ze zlutého do oranzového zbarveni se titratni nadobka

ptikryje hodinovym sklickem, vyvaii se COz a po ochlazeni se dotitruje do oranzového zbarveni.
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Pfi pouziti automatické byrety je nutné pted titraci diikladné byretu proplachnout roztokem HCl
(vSechny jeji vnitini ¢asti), aby se z byrety uvolnily vSechny bubliny vzduchu. Po nasati HCI1

do vnitiniho vélce byrety odpustime cca 5 ml HCI zpét do zasobni lahve, vynulujeme byretu

a teprve potom zac¢iname titrovat.

Tabulka 1. Navazky pid na preinkubaci a inkubaci pro stanoveni bazalni respirace.

Vzorek (horizont) Preinkubace (gsuché pidy) Inkubace (gsuché pidy)
Fermentacni 32 2,50
Humusovy 4.5 3,75
Mineralni 16,0 15,0
6. Vypocet

_ 600X (S—V) xf
B m X 72

RES

RES  bazalni respirace prepoétend na susinu (ug CO2-C.ges ' .h)

S spotfeba HCI (3) na slepy pokus (ml),

\Y spotieba HCI (3) na vzorek (ml),

m navazka suché ptidy (g), ktera odpovida dané navazce Cerstvé pidy,
f 10/Vo, kde Vy je spotieba HCI (3) na titraci 10 ml NayCOs3 (7) (ml).
Literatura

1. K. Alef: Soil respiration. In Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry, K. Alef,
P. Nannipieri, Eds.; Academic Press: London, 1995; 214-217.
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STANOVENI BAZALNiI A SUBSTRATEM INDUKOVANE RESPIRACE
METODOU GC

1. Rozsah pouziti

Postup se pouziva pro stanoveni bazalni respirace (BR) a substratem indukované respirace (SIR)

mikroorganismu ve vzorcich minerdlnich i organickych ptd. Postup neni vhodny pro karbonatové

pudy.

2. Princip

Pidni vzorek se aerobné inkubuje v uzaviené lahvi s pfidavkem (SIR) nebo bez ptidavku (BR)
substratu. Respiraci organismil se v lahvi uvoliiuje CO,, ktery se v €ase stanovuje metodou

plynové chromatografie.

3. Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1. Glukosa bezvoda, CcH120s.

2. Siran amonny, (NH4)>SOa4.

3. Dihydrogenfosforecnan draselny, KH2POs.

4. Substrat.

Ptiprava: Substrat se pfipravi v tieci misce s tlouckem dikladnym smichanim a rozemnutim

8,42 g glukosy (1), 1,37 g siranu amonného (2) a 0,21 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
3).
5. Helium, He, vysoce Cisty plyn v tlakové lahvi (Cistota 6.0, tj. 99,9999 % He).

Kalibracni smés s CO> o koncentraci ptiblizn€ 0,1 obj. % v N v tlakové lahvi.

=@

Kalibraéni smés s CO; o koncentraci piiblizn€ 3 obj. % v Nz v tlakové lahvi.

8. Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
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4. Piistroje a pomucky

1. Termostat s teplotou udrZzovanou na (22 + 2) °C.

2. Erlenmeyerovy baiiky, 100 ml.

3. Inkubacni lahve se Sroubovym uzavérem (GL 45) s otvorem, 100 ml.
4. Cerné pryzové zatky k inkubaénim lahvim.

5. Chromatografické plynoté€sné stiikacky s teflonovym té€snénim a vymeénitelnou jehlou

pro manudlni nastiik vzorku, 1 ml, jehly maji bo¢ni vyvod (tzv. ,,side hole* ukonceni).

6. Plynovy chromatograf stepelné¢ vodivostnim detektorem (TCD), manualnim nastfikem
vzorku a kapilarni kolonou HP-PLOT Q.

3. Pracovni postup

Obsah vody ve vzorku: Pidy maji mit vlhkost, kterd odpovida (40 — 60) % maximdlni vodni

kapacity (WHC). Vzorky se dovlh¢uji na 60 % WHC v piipad¢ stanoveni BR a na 40 % WHC

v pripad¢ stanoveni SIR. Rozdily v obsahu vody pro BR a SIR jsou zptisobeny skute¢nosti, ze
promichani substratu s ptidou ovlh¢enou na 60 % WHC vede ke slepeni ptidnich ¢astic, coz
znemoziuje uc¢innou vymeénu plynt mezi vzorkem a okolim. Je-li obsah vody ve vzorku velmi
nizky, miZze byt ovlh¢eni na 60 % WHC problematické. V tomto piipadé€ se pii stanoveni BR
zvoli dovlhéeni na niz8i hodnotu. Vzdy se ale pidy v ramci jednoho experimentu dovlhcuji
na obsah vody odpovidajici stejné hodnot¢ WHC a tato hodnota se uvede do vysledkového

protokolu.

Preinkubace: Pidy se preinkubuji v termostatu 4 dny pii 22 °C. Na preinkubaci se do 100ml
Erlenmeyerovy banky nebo do 100ml inkubac¢ni lahve se Sroubovym uzavérem (GL 45) navazi
takové mnozstvi Cerstvé pudy, které odpovida obsahu suSiny uvedenému v tabulce 1. Pokud
je obsah vody ve vzorku nizsi nez 60 % WHC (v ptipadé BR) resp. 40 % WHC (v piipadé SIR),
vzorek se na danou hodnotu dovlh¢i a Erlenmeyerovy baiiky nebo inkubacni lahve se Sroubovym
uzavérem (GL 45) se uzaviou parafilmem resp. Cernou pryzovou zatkou. Navazuje se

ve 3 opakovanich.
Mc¢teni: Parametry stanoveni BR a SIR v ptidach fermenta¢niho, humusového a mineralniho
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horizontu shrnuje tabulka 1. Po skonceni preinkubace se plida navazi do cCistych 100ml
inkubacnich lahvi se Sroubovym uzavérem (GL 45). V ptipad¢ SIR se pfed samotnym vzorkem
do inkubacnich lahvi navazi substrat a teprve poté vzorek a ptida se se substratem dikladné
promichd. Inkubacni lahve se uzaviou Cernymi gumovymi zatkami a Sroubovymi uzavéry
s otvorem. Ihned poté se lahve se vzorky umisti do termostatu s nastavenou teplotou 22 °C a zahaji
se inkubace. Po 2,5 h a 5 h inkubace (v ptipadé SIR) resp. po 4 h a 24 h inkubace (v ptipadé BR)
se plynotésnou stfikackou s jehlou odebere cca 0,6 ml vzorku vnitini atmosféry lahvi. Objem
vzorku ve stiikacce se upravi na 0,5 ml a vzorek se okamzité analyzuje na koncentraci CO; pomoci
plynového chromatografu s tepelné¢ vodivostnim detektorem (TCD). Plynovy chromatograf
je predem zkalibrovan pomoci kalibra¢nich smési s CO2 o koncentraci ptiblizn€ 0,1 obj. % v Na

(6) a 3 obj. % v N2 (7). Pii analyze se jako nosny plyn pouZzivé helium (5).

Tabulka 1. Zakladni parametry pro stanoveni bazalni respirace (BR) a substratem
indukované respirace (SIR) metodou plynové chromatografie. Uvedené hodnoty navazek

jsou rovny obsahu su$iny v navazeném cerstvém vzorku.

Parametr BR SIR
Preinkubace (gsusina), FH 4,0 4,0
Preinkubace (gsusina), HH 6,75 6,75
Preinkubace (gsusina), MH 13,5 13,5
Inkubace (gsusina), FH 3,5 3,5
Inkubace (gsusina), HH 6,25 6,25
Inkubace (gsusina), MH 12,5 12,5
Obsah vody (% WHC) 60,0 40,0
Substrat (g), FH — viz pozn. 1
Substrat (g), HH - viz pozn. 1
Substrat (g), MH - 0,125
Cas odbéru plynnych vzorkt od po¢atku inkubace (h) 4a24 2,5a5
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FH
HH
MH

fermentacni horizont,
humusovy horizont,
mineralni horizont.

Poznamky

1.

6.

V pripadé stanoveni SIR v organickych horizontech lesnich piid je tFeba mnozstvi pridaného substratu
zjistit experimentalné. Pridavek substratu pri méreni SIR se podle I1SO 16702 ridi obsahem pudni
organicke hmoty (SOM). Pokud je obsah SOM nizsi nez 5 %, pridava se 1 g substratu na 100 g susiny,
coz odpovida navazkam 0,035 g substratu pro fermentacni horizont a 0,063 g substrdtu pro humusovy
horizont. V ostatnich pripadech potom 0,2 g substratu na 1 g SOM. V praxi se SIR stanovuje pri peti
koncentracich od fixni navazky vztazené na suSinu po navazku vychazejici z obsahu SOM.
Pro hodnoceni se pouzije maximalni dosazend hodnota SIR. Mnozstvi SOM se stanovi vypoctem z Coy
(oxidovatelny uhlik), pro prepocet se pouziva koeficient 1,72.

Postup je treba diusledné dodrzovat a dbat na odebirani plynnych vzorki z inkubacnich lahvi
v presnych casech. Casy odbéru se zapisuji a pri mirné odchylce je nutné prepocitat vysledky.

Po odbeéru plynnych vzorkii vnitini atmosféry inkubacnich lahvi se plynotésné strikacky zapichnou
do vhodné pryzove zdatky, aby se mezi analyzami zabranilo uniku vzorku ze stitkacky.

Vypocet

Rychlost bazalni (BR) nebo substratem indukované respirace (SIR) se vypocita podle vztahi:

Cr=GC, —C4

G=Cy x Vg x 10

_axGxV

BR nebo SIR =

Ca

Cob

Ve

(G + L) x 12
Wy X 224 X t

zmé&fena koncentrace CO2 po 2,5 h (v pfipadé SIR) nebo po 4 h (v ptipadé BR)
inkubace (obj. %),

zmétend koncentrace CO2 po 5 h (v ptipadé SIR) nebo po 24 h (v ptipadé¢ BR)
inkubace (obj. %),

rozdil v koncentraci CO; mezi jednotlivymi métenimi (obj. %),

objem plynné faze (vnitini atmosféry) inkuba¢ni lahve (ml),

produkce CO» do plynné faze mezi jednotlivymi métenimi (ul CO»),

navazka ekvivalentu suché pudy (g),

objem kapalné faze = objem vody v pad¢ (ml),
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Bunsentiv absorp¢ni koeficient pro CO» a danou teplotu (o = 0,889 pro 22 °C),
produkce CO» do kapalné faze mezi jednotlivymi méfenimi (ul COy),
doba mezi jednotlivymi métenimi, tj. 2,5 h v pfipadé SIR a 20 h v piipad¢ BR,

R nebo SIR bazalni respirace nebo substratem indukovana respirace vyjadrena jako produkce
C-COz do plynné i kapalné fize na 1 g suché piidy za 1 h (ungC-COa.g™l.h).

oo IR el =]
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MERENI BAZALNI RESPIRACE, SUBSTRATEM INDUKOVANE
RESPIRACE A RESPIRACNICH RUSTOVYCH KRIVEK SYSTEMEM
OxiTop

1. Rozsah pouziti

Metoda se pouziva pro stanoveni bazalni respirace, substratem indukované respirace a specifické
rustové rychlosti padnich heterotrofnich mikroorganismt ve vzorcich pid minerdlnich

1 organickych.

2. Princip

Pidni vzorek se inkubuje v uzaviené lahvi s métici hlavici OxiTop (WTW GmbH, SRN). Spotieba
07 vede k poklesu tlaku, nebot” uvolnény CO> se jimé do roztoku hydroxidu sodného, ktery
je umistén v nadobce na dn€ lahve. M¢fici zafizeni pribézné zaznamenava pokles tlaku, ktery
je poté pfepocten na mnoZstvi spotiebovaného O,. V piipadé bazélni respirace se k piidé nepiidava
Zadny substrat. Piidavek substratu obsahujici glukézu vede k okamzitému zvySeni respirace,
tzv. substratem indukované respiraci (SIR). Ta se stanovuje béhem n¢kolika nasledujicich hodin,
dokud je spotieba O, dostatecné linedrni. Exponencialni zvySeni rychlosti respirace je vysledkem
rustu mikrobidlni biomasy tzv. r-stratégl. Z respiracni riistové kiivky se vypoctem stanovi
specifickd rustova rychlost p. Jeji hodnota je nepifimo Umérna generacni dobé danych

mikroorganisma.

3. Piistroje a pomiicky

1. Systém OxiTop (WTW, SRN): ovladaci jednotka, méfici hlavice, adapter, kabel na ptenos dat

do PC, software pro pienos dat do tabulkového procesoru.
2. Lahve 100 ml (bazalni respirace, SIR) a 500 ml (respiracni kiivky) se zavitem GL45.

3. Termostat s nastavitelnou teplotou 22 °C a vykyvy teploty maximélné 0,3 °C od nastavené

hodnoty.
4. Erlenmeyerovy barky, 100 ml.

5. Plastové nadobky pro roztok hydroxidu sodného.
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4. Chemikalie
1. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 2,5 mol/l.

Ptiprava: 100 g NaOH se rozpusti ve vod¢ a po vytemperovani se doplni na celkovy objem
1000 ml.

2. Substrat.

Piiprava: Substrat se pfipravi dikladnym smichdnim a rozemnutim 8,42 g glukdzy
bezvodé, 1,37 g siranu amonného a 0,21 g dihydrogenfosfore¢nanu draseln¢ho v treci

misce.

5. Pracovni postup

Obsah vody ve vzorku: Pidy maji mit vlhkost odpovidajici (40 — 60) % maximalni vodni kapacity
(WHC). Vzorky se dovlh¢uji na 60 % WHC v pfipad¢ bazalni respirace a na 40 % WHC v ptipadé
meéfeni SIR a respiracnich kiivek. Uvedené hodnoty byly v laboratofi ptidni mikrobiologie
a ekotoxikologie UKZUZ experimentalné zjistény jako optimalni pro dana stanoveni. Rozdily
v obsahu vody pro bazalni respiraci na jedné strané¢ a SIR a respira¢ni kiivky na druhé jsou
zpisobeny skutecnosti, Ze promichani substratu s pidou ovlhc¢enou na 60 % WHC vede ke slepeni
pudnich ¢astic, coz znemoznuje t¢innou vyménu plyni mezi vzorkem a okolim. Je-li obsah vody
ve vzorku velmi nizky, mize byt vlhéeni na 60 % WHC problematické. V tomto ptipadé
se pii stanoveni bazalni respirace zvoli dovlh¢ovani na niz§i hodnotu. Vzdy se ale pidy v ramci
jednoho experimentu dovlh¢uji na obsah vody odpovidajici stejné hodnot¢ WHC. Tato hodnota

se uvede do vysledkového protokolu.

Preinkubace: Piidy se preinkubuji 4 dny pii 22 °C. Na preinkubaci se do 100ml Erlenmeyerovy
baiiky navazi takové mnozstvi cerstvé plidy, které odpovida obsahu susiny uvedenému v tabulce
1. Pokud je obsah vody vzhledem k WHC niZsi, neZ je uvedeno v tabulce 1, vzorek se na danou

hodnotu dovlh¢i a bariky se uzaviou parafilmem.

M¢éieni bazdlni respirace: Parametry stanoveni bazélni respirace v pudach fermentacniho,

humusového a mineralniho horizontu shrnuje tabulka 1. Po skonceni preinkubace se piida navazi

do inkubac¢nich lahvi a na dno lahve se umisti nadobka s roztokem NaOH (1). Na lahev se nasadi
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adapter, tésnéni a meéfici hlavice. Thned poté se lahev se vzorkem umisti do termostatu
s nastavenou teplotou 22 °C a zah4ji se méteni. Protoze stanoveni je zaloZeno na méfeni zmény
tlaku, neni mozno béhem inkubace se vzorky manipulovat. Otevirani termostatu se musi omezit

na minimum.

Obrazek 1. Zarizeni pro méfeni pudni respirace OxiTop.

Mc¢teni SIR a respiraéni kiivky, metoda s konstantnim ptidavkem substratu: Zakladni parametry

méfeni substritem indukované respirace a respiracnich kiivek v pladach organickych
a mineralnich horizontl shrnuje tabulka 1. Tento postup se pouziva pii analyze mineralnich
zemé&délskych pid, pfi analyze organickych piid v kombinaci s metodou piidavku substratu

v zavislosti na obsahu piidni organické hmoty (SOM).

Do 150ml kéadinek se navézi substrat a pifida se pudni vzorek. Pida a substrat se dikladné
zhomogenizuji a vzorek se prevede do inkubac¢ni lahve daného objemu. Pak se na dno lahve umisti
nadobka s roztokem NaOH (1). Na lahev se nasadi adapter, tésnéni a métici hlavice. Thned poté

se lahev se vzorkem umisti do termostatu s nastavenou teplotou 22 °C a zah4ji se méteni.

V ptipad¢ organickych piid mize dojit k pfed¢asnému vycerpani Ox. Jestlize je béhem inkubace
zaznamenano snizeni tlaku o vice nez 150 hPa, coz predstavuje pokles koncentrace O; ptiblizné
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na 25 % puvodni hodnoty, je tfeba méfeni opakovat se snizenou navazkou a odpovidajicim

mnozstvim substratu.

Systém OxiTop umoznuje prubézné sledovani priabéhu respirace a v ptipadé potieby je mozno

meéfeni pred¢asné ukondit a hlavici uvolnit pro dalsi analyzy (viz navod k pouziti zatizeni).

Béhem inkubace nelze se vzorky manipulovat a otevirani termostatu musi byt omezeno

na minimum.

Tabulka 1. Zakladni parametry pro stanoveni bazalni respirace, SIR a méreni respira¢nich
krivek s konstantnim pridavkem substratu systémem OxiTop. Uvedené hodnoty navazek

uvadéjici obsah susiny v navaZzeném cCerstvém vzorku.

Parametr Bazalni SIR Respiracni
respirace krivky

Preinkubace (gsusina), FH 4,0 4,0 8,0
Preinkubace (gsusina), HH 6,75 6,75 8,0
Preinkubace (gsusina), MH 13,5 13,5 16,0
Inkubace (gsusina), FH 3,5 3,5 7,5
Inkubace (gsusina), HH 6,25 6,25 7,5
Inkubace (gsusina), MH 12,5 12,5 15,0
Obsah vody (% WHC) 60,0 40,0 40,0
Inkubacni lahev (ml) 100 100 500
Substrat (g), FH - 0,035 0,075
Substrat (g), HH - 0,063 0,075
Substrat (g), MH - 0,125 0,150
Objem NaOH (ml) 5,0 5,0 15,0
Doba inkubace (h) 96 10,0 96!

u potencialné kontaminovanych ptad 144 h,
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FH fermentacni horizont,
HH  humusovy horizont,
MH  mineralni horizont.

Poznamky

1. Divodem, proc¢ se SIR méFi samostatné a neodecita se primo z pocdtku respiracni kiivky, je relativné
mala citlivost systemu OxiTop zpusobena tim, Ze krok méreni tlaku je 1 hPa. PoZadované citlivosti
pri stanoveni SIR se dosdhne sniZenim poméru objemu nddoby knavizce pudniho vzorku.
V organickych piiddach je hodnota SIR zpravidla natolik vysoka, Ze primy odecet SIR z respiracnich
krivek je mozny.

SIR a respiracni kiivky, metoda s pfidavkem substratu v zavislosti na obsahu SOM: Pfidavek

substratu pti stanoveni SIR a méfeni respiracnich kiivek se podle ISO 16702 tidi obsahem ptdni
organické hmoty. Pokud je obsah SOM nizsi nez 5 %, pfidava se 1 g substratu na 100 g suSiny,
coz odpovida navazkam v tabulce 1. V ostatnich ptipadech potom 0,2 g substratu na 1 g SOM.
Mnozstvi SOM se stanovi vypoctem z Cox, pro prepocet se pouziva koeficient 1,72 pievzaty
z literatury. Navazky vzorkl pro méfeni respiracnich ktivek udéava tabulka 2, ostatni parametry
méfeni jsou stejné jako v tabulce 1. Je vhodné provést paralelni méfeni s fixni navazkou substratu.
V ptipadé méteni SIR v ptidach s obsahem SOM vyS§im nez 5 % se méfeni provadi pii péti
vzristajicich navazkach substratu. Jako minimalni se bere navazka dle tabulky 1, jako maximalni

0,2 g substratu na 1 g SOM. Maximalni ziskan4 hodnota SIR se bere jako hodnota vysledna.

Tabulka 2. Navazky vzorku pro méreni respira¢nich kfivek s pridavkem substratu podle
obsahu SOM.

Parametr Respiraéni krivky
Preinkubace (gsusina), FH 4,0
Preinkubace (gsusina), HH 5,5
Preinkubace (gsusina), MH 16,0
Inkubace (gsusina), FH 3,75
Inkubace (gsusina), HH 5,0
Inkubace (gsusina), MH 15,0

125



‘. Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav zem&dé&lsky Strana
Wl Narodni referencni laboratof
UKzUZ™

Jednotné pracovni postupy —
Analyza pud II1

126

Vydéni 4

31050.1 M¢éteni bazalni respirace, substratem
indukované respirace a respiracnich rastovych
kiivek systémem OxiTop

Revize
0

FH — fermenta¢ni horizont, HH — humusovy horizont, MH — mineralni horizont.
6. Vypocet

Vypocet spotiebovaného Oz: Vypocet spottebovaného O» vychazi ze stavové rovnice idealniho

plynu.

_ 32x10% X Vg X Ap
8,314 X 295 X Mgy

R spottebovany O od pocatku méteni (ug/g), viz poznamka 1,
32 molarni hmotnost O2 (g/mol),

102  koeficient pro piepocet jednotek,

Vi volny objem (ml) (viz niZe),

Ap pokles tlaku (hPa),

8,314 plynova konstanta (m*.Pa.K!.mol™),

295  teplota (K),

msus  navazka suché pudy (g).

Vypocet volného objemu Vg:

Vir = Viot = Vav — Vam — Vsm

Vi volny objem (ml),

Vit  celkovy objem (objem lahve + prostor v adaptéru — tésnéni) (ml),

Vav  objem prazdné absorb¢ni nadoby (ml),

Vam  objem roztoku NaOH (ml),

Vsm  objem pilidnich ¢astic (ml). Pro minerdlni pidy se pro vypocet objemu piidnich Castic
z navazky po¢it s literarné uddvanou hustotou ptidnich &astic 2,65 g/cm?. Pro fermenta¢ni
horizont se pouzivad hodnota 1,75 g/cm® a pro humusovy 2,06 g/cm? které byly
experimentalné stanoveny jako primér 12 vzorkll v laboratofi ptidni mikrobiologie
a ekotoxikologie UKZUZ.

Vypocet bazédlni respirace a substratem indukované respirace: Hodnota bazalni respirace

a substratem indukované respirace (ugOa.gl.h!) se vypocitaji jako smérnice regresni piimky
zavislosti spotfebované¢ho kysliku gramem suché pidy na Case. Protoze ustaleni systému trva
urcity Cas, standardné se pro vyhodnoceni pouziji data od 13,3 h v pfipad¢ bazdlni respirace
aod 4,17 hv ptipadé SIR. Pokud by v daném casovém iseku doslo k naruseni linearity zavislosti
spotfeby O na Case, je mozno k vypoctu pouzit jiny ¢asovy interval.
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Vypocet specifické rustové rychlosti p z rtstovych kiivek: Specifickd ristova rychlost p

se vypocitd pomoci nelinearni regrese ze zavislosti spotfeby O na Case v exponencialni fazi
rustové kiivky. Nejprve se stanovi ¢as tmar, kdy je dosazeno maximalni rychlosti respirace.
K tomuto ucelu se pro cely pribéh rastové kiivky spoctou kratkodobé rychlosti respirace béhem
2,4h intervalu, ktery je dostatecné kratky, aby bylo mozno rychlost spotteby O» povazovat
za konstantni. Hodnotu #.x nelze zjistit pouhym odectem dvou nasledujicich hodnot kumulativni
spotfeby Oz diky relativné malé citlivosti méficiho systému. Poc¢ate¢ni hodnoty méfeni nejsou

pouzity pro vypocet z diivodu ustalovani méticiho systému.

Vztah zavislosti kumulativni spotfeby Oz na Case 1ze popsat vztahem:

r
Rzax(e“'t—1)+l(><t+p

kumulativni spotieba Oz (ug/g),

rychlost respirace r-stratégii (ugO2.g'.h™),

rychlost respirace K-stratégti (ugO>.g'.h?),

specificka riistova rychlost (1/h),

uplynuly ¢as (h),

konstanta pfepoctu na pocate¢ni hodnotu tlaku, numericky se jedna o vypocétenou hodnotu
R v poc¢atku méteni.

T T RT X

Stanovena hodnota K je zpravidla signifikantni pouze v organickych pidach s pfidavkem
substratu v zavislosti na obsahu SOM. Pokud je hodnota K nesignifikantni, provede se vypocet

u bez ¢lenu K x t. Vzdy je tfeba provést grafickou kontrolu prolozeni dat modelem (obrazek 2).

Poznamky

2. Vypoctend kumulativni spotieba O, vychazi z hodnoty poklesu tlaku v case t. Protoze na pocatku
méreni dochazi diky ustalovani podminek ke zménam tlaku, které nejsou spojeny se zménami
koncentrace O, vypoctena hodnota R neodpovida skutecné spotiebé O,. Vypocet skutecné spotieby
O: odectem hodnoty p od R je nepresny, protoze hodnota p se ziskava extrapolact R do pocatku mérent,
tedy do oblasti, ve které nejsou k dispozici namérena data. Vyse uvedené skutecnosti nemaji zasadni
vliv na vypocet specifické ristove rychlosti u.

3. Z hlediska rustovych kiivek se r-stratégy rozuméji mikroorganismy, které pridany substrat vyuziji
k ristu biomasy, K-stratégové pouze k ziskani energie.
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Obrazek 2. Respiraéni ristové kiivky. Piiklad orné piidy, ¢len je K nesignifikantni (a), lesni

puda, fermentacni horizont, ¢len K je signifikantni (b).
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AEROBNI N MINERALIZACE A NITRIFIKACE INKUBACNIM
POKUSEM

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro stanoveni aerobni N mineralizace a nitrifikace ve vzorcich pid mineralnich

1 organickych.

2. Princip

Rychlost aerobni N mineralizace se stanovi jako Cisty pfirGstek koncentrace amonnych
a nitratovych iontd béhem inkubace pldniho vzorku pii konstantni teplot¢ a dané vlhkosti.
Rychlost nitrifikace je definovdna jako Cisty pfirdstek nitratovych iontd za vySe uvedenych

experimentalnich podminek.

3. Pristroje a pomucky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (22 + 2) °C.
2. Centrifuga.

3. Erlenmeyrovy banky, 100ml.

4. Parafilm.

4. Chemikalie
1. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vodé¢ a doplni vodou na 1000 ml.

Poznamky

1.V pripadé stanoveni obsahu nitratii primou absorbci v UV oblasti se pro extrakci pouzije takova Sarze
KCl, jejiz IM roztok vykazuje dostatecné nizkou absorbanci pri 210 nm.

3. Pracovni postup

Do 100ml Erlenmeyerovy banky se navazi Cerstva ptida odpovidajici 10 g suSiny a vzorek

se dovlh¢i na 60 % maximalni vodni kapacity (WHC). Poté se zaznamend hmotnost baiiky
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se vzorkem s piesnosti na 1 mg. Baika se uzavie parafilmem a vzorek se inkubuje 3 tydny
pti 22 °C. Kazdy tyden se dopliluje obsah vody na plivodni hodnotu. Erlenmeyrova baiika
se necha nékolik minut odkrytd bez parafilmu, aby doslo vyméné plynti s okolni atmosférou.
Na konci inkubace se ke vzorku piida 50 ml roztoku chloridu draselného (1), suspenze se tiepe
60 min na horizontalni tfepacce (200 kmitl/min) a odstiedi. V Cirém extraktu se stanovi
koncentrace amonnych a nitratovych iontii. Na pocatku pokusu se stejnym zptisobem, vcetné
dovlhceni piady na 60 % WHC, ptipravi extrakt pro stanoveni pocate¢ni koncentrace amonnych

a nitratovych iontli. Stanoveni se provadi ve tfech opakovéanich.

6. Vypocet
(NHg4_g + NO3_g) — (NHy_p + NO3_p)
Nmin =
21
NO3;_x —NO3_p
NIT =
21

Nmin  aerobni N mineralizace (ugN.gos'.d™?),

NIT  nitrifikace (ugN.gsus!.d"),

NH4-k obsah NH4+"-N (ng.gsus ') ve vzorku na konci inkubace,
NOs.xk obsah NOs™-N (ug.gsus!) ve vzorku na konci inkubace,
NH4-p obsah NH4+"-N (ng.gsus ') ve vzorku na pocatku inkubace,
NO3.p obsah NO3-N (ug.gsus’!) ve vzorku na pocatku inkubace.

Literatura

1. ISO 14238 Soil Quality — Biological methods — Determination of nitrogen mineralization and
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ANAEROBNI N MINERALIZACE (AMONIFIKACE)

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodnd pro stanoveni anaerobni N mineralizace ve vzorcich piid mineralnich

i organickych.

2. Princip

Piidni vzorek se tyden inkubuje pii 40 °C v uzaviené zkumavce naplnéné vodou, aby se zamezilo
piistupu kysliku a oxidaci amonnych iontd na nitratové. Z rozdilu koncentraci NH4" na konci

a na pocatku inkubace se stanovi rychlost amonifikace.

3. Pristroje a pomiicky
1. Termostat s teplotou udrzovanou na (40 + 2) °C.
2. Centrifuga

3. Zkumavky na inkubaci: lumen 14 mm, vyska 90 mm.

4. Chemikalie
1. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCl) =2 mol/l.
Ptiprava: 149 g KCl se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1000 ml.

3. Pracovni postup

Vzorky mineralnich ptid: Do 8 inkubacnich zkumavek se navazi 5 g Cerstvé pudy, ptida se 8 ml

vody (vodni hladina dosahuje asi 3 mm pod horni okraj zkumavky), suspenze se dikladné protiepe
a preinkubuje 2 dny pii 40 °C. Poté se ve Ctyfech vzorcich stanovi pocatecni koncentrace
amonnych iontd a ¢tyfi se inkubuji dal§ich 7 dni. Po skoneni inkubace se ve zbyvajicich vzorcich
stanovi amonné ionty. Obsah zkumavky se pirevede do vytarované vhodné lahvicky o objemu
piiblizn¢ 125 ml, zkumavka se vyplachne 2 x 10 ml roztoku KCI (1) a poté vodou. Suspenze
se doplni vodou na celkovou hmotnost 45,84 g (pomér Cerstva pida : extraktant = 1 : 8) a tfepe
1 h na horizontalni tfepacce (200 kmitd/min). Extrakt se odstfedi a ve vzorcich se stanovi

koncentrace amonnych ionti.
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Vzorky organickych pud: V ptipadé vzorkli s vysokym obsahem organické hmoty, jako jsou

napt. vzorky F a H horizontl lesnich piid, neni mozné z objemovych divodi pracovat s navazkou
uvedenou pro mineralni ptidy. V tomto ptfipadé se navazuji 3 g vzorku, ptfida se 8 ml vody a vzorky
se inkubuji za stejnych podminek jako vzorky mineralnich pid. Po skonceni inkubace a ptevedeni
suspenze do extrakéni 1ahve se suspenze doplni vodou na celkovou hmotnost 43,84 g. V piipadé,
7e suspenzi nelze protiepat, pouzije se k homogenizaci Spachtle. Podobné se Spachtle pouzije

pro pfevedeni suspenze ze zkumavky do extrakéni nadoby.

6. Vypocet

G, —GCo

AMO =
7

AMO anaerobni amonifikace (ugNH4"-N.gs'.d "),
C7 obsah NH4"-N ve vzorku na konci inkubace (ug.gsus™"),
Co obsah NH4"-N ve vzorku na poc¢atku inkubace (Ug.gsus).

Literatura
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KRATKODOBA NITRIFIKACNI AKTIVITA (SNA)

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodnd pro stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivity ve vzorcich ornych pud

a mineralnich horizonti ptid trvalych travnich porostii.

2. Princip

Nitrifikaci se rozumi oxidace NHs" na NO>™ a NOj3". Jedna se o dvoustupiiovy proces, v prvnim
stupni se amonné ionty (substratem nitrifikacnich bakterii je ve skute¢nosti ziejme¢ amoniak)
oxiduji na dusitanové, ve druhém se dusitany oxiduji na dusi¢nany. Za béznych podminek

se dusitanové ionty v piidé neakumuluyji.

Vzorek se inkubuje 6 h v tfepané suspenzi pii saturaci substratem (NH4)2SO4 a s ptidavkem
NaClOs, ktery inhibuje oxidaci NO2  na NOs3", coZ umoziuje stanovit pouze piirtistek NO,". Kratka
inkuba¢ni doba neumoZiluje zvySeni poctu nitrifikatori a vyslednd hodnota ptedstavuje

potencialni nitrifika¢ni aktivitu v okamzZiku zahajeni pokusu.

3. Pristroje a pomucky
1. Termostat s horizontalni tfepackou a nastavitelnou teplotou 25 °C.
2. Erlenmeyerovy baiiky, 250 ml.

3. Filtracni papir vhodny  k filtrovani plidni suspenze, napt. Macherey-Nagel, k.¢. 440018.

Je tfeba pfedem ovéftit, Ze filtrani papir neobsahuje dusitany.

4. Centrifuga, pokud se pidni suspenze misto filtrace odstfed’uje.

4. Chemikalie
1. Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2POs4, roztok, c(KH2PO4) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 13,61 g KH2POs, rozpusti ve vodé (9), prevede do 500ml odmérné
barky a doplni po znacku.

2. Hydrogenfosfore¢nan draselny, K2HPOs, roztok, ¢(K2HPO4) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 17,40 g KoHPOs, rozpusti ve vodé (9), prevede do 500ml odmérné

baiiky a doplni cku.
anky a doplni po znacku 133
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3. Chlore¢nan sodny, NaClOs3, roztok, ¢(NaClOs) = 1 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 10,6 g NaClOs3, rozpusti ve vode (9), prevede do 100ml odmérné banky

a doplni po znacku.
4. Siran amonny, (NH4)2SO4.
5. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) =4 mol/l.

Ptiprava: 298 g KCI se rozpusti ve vod¢, pfevede do 1000ml odmérné baiky a doplni

po znacku.
6. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) =2 mol/l.

Ptiprava: 149 g KCI se rozpusti ve vod¢, ptevede do 1000ml odmérné baiiky a doplni

po znacku.
7. Zasobni roztok A.

Ptiprava: Smicha se 28 ml roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného (1), 72 ml roztoku

hydrogenfosfore¢nanu draselného (2) a 100 ml vody (9).
8. Testovaci médium.

Ptiprava: Smicha se 10 ml zasobniho roztoku A (7), 15 ml roztoku NaClO3 (3) a 0,5 g

siranu amonného (4). pH roztoku je pfiblizné¢ 7,2. Doplni se vodou (9) na 1000 ml.
9. Voda MilliQ.
5. Pracovni postup

Preinkubace: Do 250ml Erlenmeyerovych ban¢k se navazi Cerstva ptida odpovidajici 15 g susiny

ve tfech opakovanich, lahve se uzaviou parafilmem a vzorek se preinkubuje 2 dny pfti 25 °C.

Kratkodoba nitrifikaéni aktivita: Po skonceni preinkubace se ke vzorkiim ptida 60 ml testovaciho

média a banky se umisti na tfepacku s nastavenou teplotou 25 °C. Vzorek se neché ditkladné tfepat
tak, aby puda nezlistavala usazena na dné€ (170 ot/min). Po 2 h a 6 h se odebere 5 ml suspenze,
ke kterym se pfidd 5 ml roztoku KCI (5). Tim dojde k zastaveni nitrifikace. Plida se od roztoku
oddéli filtraci nebo centrifugaci. V roztoku se stanovi koncentrace NO,". Kalibra¢ni kiivka

se pripravi v roztoku KCI (6), ktery se pouzije i pro fedéni vzorkii s vysokym obsahem NO-".
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6. Vypocet
Ce — C;
SNA =
4

SNA  kratkodoba nitrifika¢ni aktivita (ngNO>-N.ges'.h 1),
Cs obsah NO,-N (ng.gsus ') po 6 h inkubace,
C2 obsah NO>-N (ng.gw:!) po 2 h inkubace.

Literatura

1. ISO 15685 Soil Quality — Ammonium oxidation, a rapid method to test potential nitrification

in soil. International Organization for standardization, 2012.
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AKTIVITA UREAZY

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro stanoveni aktivity uredzy ve vzorcich piid mineralnich i organickych.

2. Princip

Aktivita uredzy se stanovuje jako mnozstvi uvolnénych amonnych iontd béhem 2h inkubace

pudniho vzorku s ureou pii 37 °C.

3. Pristroje a pomucky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na 37 °C + 2 °C.

2. pH metr

3. Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 660 nm a kyvetou 10 mm.
4. Lahvicky o objemu pfiblizné¢ 125 ml.

5. Centrifuga.

4, Chemikalie
1. Mocovina (urea).

Ptiprava: Navazka 2,4 g mocCoviny se rozpusti v 400 ml vody a roztok se doplni vodou

na celkovy objem 500 ml. Roztok se piipravuje denn¢ Cerstvy.
2. Chlorid draselny, ¢(KCI) = 2,5 mol/I a siran stfibrny c¢(Ag2SO4) = 100 mg/1.

Ptiprava: Navazi se 100 mg Ag>SOq, ptida se 700 ml H2O, dale se ptida 186 g KCl a roztok
se doplni do 1000 ml vodou.

3. Hydroxid sodny, c(NaOH) = 20 %.

Ptiprava: 20 g NaOH se rozpusti ve vodé¢ a roztok se po vytemperovani doplni vodou

na celkovy objem 100 ml.
4. Boratovy puft, pH 10.

Ptiprava: 28,43 g dekahydratu tetraboritanu sodné¢ho, NaxB40O7.10H:0 se rozpusti v 750 ml
vody, pH se upravi na hodnotu 10 ptidavkem NaOH (3) a pufr se doplni vodou na celkovy

objem 1000 ml. 136
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5. Pracovni postup

V piipad¢ vzorkli mineralniho a humusového horizontu se do 125ml lahvicek navazi 5 g Cerstvé
pudy v Sesti opakovanich. V ptipadé vzorkl fermenta¢niho horizontu se navazuje 2,5 g Cerstvé
pudy. Tti navazky slouzi ke stanoveni vlastni uredzové aktivity (vzorek), tfi jako blank.
Do lahvicek se vzorky se pfida 20 ml boratového pufru (4) a 2,5 ml roztoku mocoviny (1)
a suspenze se promichd. Do lahvicek s blanky se pfida pouze 20 ml boratového pufru (4). Vzorky
se inkubuji 2 h pti 37 °C. Poté se jak do vzorkd, tak do blankt ptida 30 ml roztoku KCI-Ag>SO4
(2) a suspenze se necha tiepat 30 min. Do blankli se bezprostiedn¢ po pifidavku roztoku
KCI- AgxSOy4 (2) ptidé 2,5 ml roztoku mocoviny (1). Suspenze se odstted’uje 10 min pii 8 000 g
a v supernatantu se stanovi koncentrace amonnych iontl. Kalibracni kfivka v rozsahu
(0 — 8) ugNH4"-N/ml se pfipravi v roztoku ziskaném smichanim 250 ml roztoku KCI-Ag>SO4 (2)
a 165 ml boratového pufru (4). Pripadny zakal se odstfedi. Amonné ionty se museji stanovit tentyz
den. Pii analyze za pouZiti metody se salicylanem je v tomto pifipad€ nutno piesn€ dodrZet stejné
casové odstupy mezi vzorky pfi ptidavani vzorku do reakéniho roztoku jako pti pfidavani roztoku

chlornanu a pfi méfeni absorbanci. Mé&fi se 75 min po napipetovani chlornanu.

6. Vypocet

Cy—Cg

URE =
2

URE  aktivita ureazy (ugNH4"-N.gosL.h ),
Cv koncentrace NH4"-N (ug.gsus™!) ve vzorku,
Cs koncentrace NH4™-N (ug.gsus!) v blanku.

Pti vypoctu koncentrace amonnych iontd v roztoku se poc€itd s celkovym objemem extrakéniho

¢inidla 52,5 ml.

Literatura
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STANOVENI ENZYMATICKYCH AKTIVIT PUDNICH
MIKROBIALNICH SPOLECENSTEV POMOCI FLUOROGENNICH
SUBSTRATU

1. Rozsah pouziti

Metoda se pouzivd pro stanoveni nize uvedenych enzymatickych aktivit v minerdlnich

a organickych ptadach.

2. Princip

Pidni suspenze se po ptidavku fluorogenniho substratu inkubuje 3 h pti 30 °C v 96-jamkové
mikrodesticce. Enzymatické aktivity se stanovi jako mnozstvi ze substratu uvolnéného

4- methylumbeliferonu (MUF) danym mnozstvim pidy za jednotku Casu.

3. Pristroje a pomucky

1. Mikrodesti¢kovy fluorimetr s filtry 355 nm/460 nm, vybaveny termostatem.
2. Termostat s nastavitelnou teplotou 30 °C + 2 °C s elektrickou zasuvkou.

3. Ttepacka mikrodesticek.

4. Dilutor.

5. Mikrodesticky, 96 jamek, prasvitné.

6. Ultrazvukova lazen.

7. Erlenmeyrovy baiky, 250 ml.

Poznamky

1. Citlivost detektoru fluorimetru urcuje, zda je dany pristroj pro stanoveni enzymatickych aktivit vhodny.
Toto je nutno experimentalné overit zmerenim kalibracni kiivky a stanovenim aktivity vybraného
enzymu dle niZe uvedeného postupu. Doporucuje se b-glukosiddza, ktera vykazuje dostatecné vysokou
aktivitu ve vétsiné puid.
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Chemikalie

. 4-methylumbeliferon (MUF).
. Dimethylsulfoxid (DMSO).
. Fluorogenni substraty (Tabulka 1; vyrobce napt. Glycosynth, UK).
. Octan sodny trihydrat.
. Kyselina octova, > 99,8%.

Sterilni voda, sterilizovand v autoklavu 20 min pii (121 £ 3) °C.
. Acetatovy pufr, pH 5,5, ¢ = 0,5 mol/l.

Ptiprava: V 600 ml vody se rozpusti 68,04 g trihydratu octanu sodného a pH se upravi
kyselinou octovou na hodnotu 5,5. Roztok se doplni vodou na 1000 ml. Pufr se sterilizuje
v autoklavu 20 min pfi (121 + 3) °C. Skladuje se v lednicce maximalné 2 tydny. V piipade,

7e se pred analyzou pfipravuje Cerstvy, sterilizace neni nutna.
Standardni roztok MUF, ¢ = 6,67 mmol/l, (S_MUF).

Ptiprava: 0,1176 g se rozpusti ve 100 ml DMSO. Pfipravuje se vzdy Cerstvy. Dana navazka
plati pro bezvody MUF (Sigma, k.. M1381-25G, M; = 176,17 g/mol).

. Roztoky substratd.

Ptiprava: RozpuSténim navazek substratii dle tabulky 2 ve 300 pl DMSO a doplnénim
na celkovy objem 10 ml sterilni vodou se pfipravi zdsobni roztoky o koncentraci 10 mmol/l.
Pracovni roztok se pfipravi fedénim zasobniho roztoku. K 0,80 ml substratu se ptida
11,2 ml acetdtového pufru. Finalni koncentrace substrdtu v jamce je 0,5 mmol/l.
Pro pfipravu roztokl se pouzivaji hnédé odmeérné banky a béhem celého procesu je tieba
maximalné¢ dbat o co nejmensi expozici roztokl piimym svétlem. Roztoky
jsou pii skladovani v ledni¢ce stalé priblizné 2 tydny. Pfed kazdou analyzou se zméfi jejich
fluorescence (150 ul substratu, pracovni koncentrace) a ovéti se, zda nedoslo k jejich
rozkladu. Nekteré substraty se pii skladovani v lednicce vysrazeji, pfi fedéni na pracovni

roztok se rozpusti.
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Tabulka 1. Fluorogenni substraty pro stanoveni enzymatickych aktivit.

Enzym Substrat Prvek Cilova molekula
Arylsulfataza 4-MUF-sulphate Sira Mineralizace
organické siry
a-glukosidaza 4-MUF-a-D- Uhlik Skrob a glykogen
glukopyranosid
Enzym Substrat Prvek Cilova molekula
Cellobiosidaza 4-MUF-B-D- Uhlik Celul6za
cellobiopyranosid
B-xylosidaza 4-MUF-B-D- Uhlik Xylan, xylobioza
xylopyranosid
B-Glukosidaza 4-MUF-3-D- Uhlik Celuloza
glukopyranosid
Fosfodiesteraza bis-(4-MUF)-fosfat  |Fosfor Hydrolyza
fosfatovych diesterti
Chitinaza 4-MUF-N- Uhlik Stépeni p-1-4-
acetyl-B-D- glycosidickych vazeb
glukosaminid v chitinu a chitobidze
Fosfomonoesteraza  |4-MUF-fosfat Fosfor Hydrolyza
fosfatovych
monoestert

MUF  4-methylumbeliferon.
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substratu

Tabulka 2. Navazky substrati pro stanoveni enzymatickych aktivit. Anglické nazvy jsou

uvedeny z divodu Castého pfimého ndkupu ze zahranici.

Substrat Navazka (g)
4-MUF-sulphate 0,0294
4-MUF-a-D-glucopyranoside 0,0338
4-MUF-B-D-cellobiopyranoside 0,0501
4-MUF-B-D-xylopyranoside 0,0308
4-MUF-B-D-glucopyranoside 0,0338
bis-(4-MUF)-phosphate 0,0414
4-MUF-N-acetyl-B-D-glucosaminide 0,0379
4-MUF-phosphate 0,0256

5. Pracovni postup

Pidy: Pidni vzorky se museji ihned proseti analyzovat nebo skladovat pii —20 °C. Analyzy

se provedou nasledujici den po rozmrazeni pii 4 °C.

Kalibracni kitivka: Kalibracni kiivka se pfipravuje pro kazdy vzorek zvlast z divodu vlivu

pudnich ¢astic na fluorescenci. Standardni roztoky MUF se pfipravi tak, aby findlni koncentrace
v jamkach mikrodesticky byly (0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 4,0; 5,0; 6,0) umol/l. Pro fedéni se pouziva
dilutor, postup ptipravy udava tabulka 3. Kalibra¢ni kfivka se ptipravuje vzdy Cerstva. Pii praci
se standardem je tfeba na nezbytné minimum omezit expozici pfipravovanych roztokll pfimym
svétlem. Do jamek mikrodesticky se pipetuje 50 ul pidni suspenze (viz nize) a 150 pl standardu;
jedenkrat pro kazdou ze Etyf navazek. Pred odbérem pidni suspenze z Erlenmeyerovy banky

se s ni dakladné zakrouZi.
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Tabulka 3. Priprava kalibra¢ni krivky pro stanoveni enzymatickych aktivit (findlni
koncentrace v jamkach 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 4,0; 5,0 a 6,0 umol MUF/I). Uvedené vysledné

koncentrace odpovidaji koncentracim v jamce mikrodesticky.

Krok | Pipetovany roztok | Pipetovany objem | Objem pufru (7) Vysledna
koncentrace
(umol/l) (ul) (u) (umol/l)

1 S MUF (8) 100 1900 250 (S1)
2 250 (S1) 160 3840 10 (S2)
3 10 (S2) 2400 1600 6
4 10 (S2) 2000 2000 5
5 10 (S2) 1600 2400 4
6 10 (S2) 1000 3000 2,5
7 10 (S2) 400 3600 1
8 10 (S2) 200 3800 0,5
9 10 (S2) 40 3960 0,1

Ptiprava piidni suspenze a inkubace vzork: Do 250ml Erlenmeyerovych ban¢k se navazi 1 g

cerstvé pudy ve Ctyfech opakovanich, pfida se 100 ml acetatového pufru a suspenze se vlozi
na 120 s do ultrazvukové lazné. Pted odbérem piidni suspenze se s bankou dukladné zakrouzi.
Do jamky mikrodesticky se pipetuje 50 ul ptidni suspenze a 150 pl pracovniho roztoku substratu.
Z kazdé banky se pipetuje pro dany enzym dvakrat. U vzorkil obsahujicich rostlinné zbytky
(napt. F horizont lesnich pad) je tfeba kontrolovat, zda béhem pipetovani nedoslo k ucpani Spicky
a napipetovani menSiho objemu. Vzorky se inkubuji 3 h pii 30 °C. Béhem inkubace

se mikrodesti¢ky intenzivné tfepou (pfiblizn¢ 500 kyvl/min).

Poznamky

2. Substrat 4-MUF-fosfat (4-MUF-phosphate) vykazuje vysokou fluorescenci. V piidach s vysokou
fosfatazovou aktivitou nelze stanoveni provest, protoZe koncentrace uvolnéného MUF je brzy
po zahdjent inkubace mimo rozsah kalibracni kiivky. V takovem pripadeé se pripravena piidni suspenze
dale redi 10%. Do 50ml Erlenmeyrovy barnky se pipetuje 9 ml acetatového pufru a 1 ml piidni suspenze.
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Z takto naredené piidni suspenze se pripravi i kalibracni krivka. Dalsi postup, vietné navazky
substrdtu, ziistava beze zmény. Enzymatické aktivity, které se budou spolu porovnavat, se museji
Stanovit v suspenzi stejného redeni.

Méieni: M¢ti se fluorescence (355 nm/460 nm) standard a vzorkd v ¢asech 1 h, 2 ha 3 h
po zahajeni inkubace pfi teplot¢ 30 °C. Pfed vlastnim méfenim je tfeba experimentalné

optimalizovat zesileni na detektoru (gain).

6. Vypocet

Mnozstvi uvolnéného MUF se stanovi vypoctem z kalibraéni kiivky s kvadratickym ¢lenem.

Pokud neni kvadraticky ¢len signifikantni, neni v modelu zahrnut.

Enzymaticka aktivita se vypocte ze vztahu:

A (MUF1 — MUFp) x 400 x (w + 100)
B t

A enzymatickd aktivita, (nmol MUF.g"'.h"),

MUFt koncentrace MUF (umol/l) na konci méteni,

MUFp koncentrace MUF (umol/l) na po¢atku méfeni,

t doba inkubace (h),

w obsah vody vyjadfeny jako procentudlni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché pudy.

V ptipadé¢ fedéni plidni suspenze pro stanoveni fosfatdzy se hodnota aktivity vypoctena dle vyse

uvedeného vztahu nasobi 10.

Pro vypocet aktivity se standardn€ pouziji hodnoty koncentraci MUF naméfené po 60 min
a 180 min inkubace. V pfipad€, Ze naméfend fluorescence po 180 min piekro¢i hodnotu

odpovidajici standardu 6,0 pmol MUF/1, pouziji se hodnoty ziskané po 120 min.

Literatura

1. ISO/TS 22939 Soil Quality — Measurement of enzyme activity patterns in soil samples using

fluorogenic substrates in micro-well plates, 2019.
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STANOVENI AKTIVITY DENITRIFIKACNICH ENZYMU (DEA)
S ROZLISENIM PRODUKTU N;O A N»

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro stanoveni denitrifikacni aktivity ve vzorcich mineralnich i organickych pad.
Hodnoty DEA pfedstavuji maximalni aktivitu denitrifika¢nich enzymii v ptidnim vzorku v dobé
odbéru. Hodnoty DEA tzce souviseji s biomasou denitrifikatort a lze je tak interpretovat i jako

velikost populace denitrifikacnich bakterii.

2. Princip

Pti respiracni denitrifikaci se dusi¢nany postupné redukuji na oxid dusny N2O, ktery 1ze snadno
kvantifikovat plynovou chromatografii. Jeho wurcitd cast se v dalsim kroku redukuje
na molekularni dusik N, jehoz kvantifikace je naopak velice obtizna. Pfi metodé DEA se vyuziva
inhibice redukce N>O na N> pfidanym acetylenem C>H», kdy jedinym produktem denitrifikace
zistava pouze N20O. Metodou DEA se stanovuje maximalni denitrifikacni aktivita pldy

za optimalizovanych inkuba¢nich podminek.

3. Chemikalie
1. Glukosa bezvoda, C¢H20s.
2. Dusi¢nan draselny, KNOs.
3. Optimalizac¢ni roztok, c(CsHi206) = 1,0 mmol/l, c(KNO3) = 1,0 mmol/l.
Ptiprava: 180,0 mg C¢Hi206 (1) a 101,1 mg KNO;3; (2) se rozpusti ve vodé (9)

vytemperované na 20 °C a po ptevedeni do 1000ml odmérné baniky se doplni po znacku.

Roztok se kazdy den pfipravi Cerstvy a umisti do termostatu s teplotou 20 °C.
4. Acetylen, CoHa, technicky plyn v tlakové lahvi.
5. Argon, Ar, technicky plyn v tlakové lahvi (Cistota 4.6, tj. 99,996 % Ar).

Helium, He, vysoce ¢isty plyn v tlakové lahvi (Cistota 6.0, tj. 99,9999 % He).

——

Smés argonu (95 %) a metanu (5%), Ar-CH4 P5, smés plynt v tlakové lahvi.

8. Kalibra¢ni smés s N2O o koncentraci cca 300 ppm v N2 v tlakové lahvi.
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9. Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

4, Piistroje a pomucky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (20 + 2) °C.

2. Horizontalni tfepacka.

3. Inkubacni lahve se Sroubovym uzavérem (GL 45) s otvorem, 100 ml.
4. Cerné pryzové zatky k inkuba¢nim lahvim.

5. Zarizeni na evakuaci vnitini atmosféry z inkubac¢nich lahvi a jejich opétovné plnéni argonem.
Zatizeni je propojeno s membranovou vyveévou a tlakovou lahvi s argonem, pficemz lze
manualné piepinat mezi chodem vyvévy a plnénim argonem. Misto argonu Ize piipadné vyuzit
1 jiny inertni plyn (napf. helium He, molekuldrni dusik N3). K zatizeni je pfipojen tlakomér
s rozsahem relativniho tlaku -100 kPa az +150 kPa a gumové hadi€ky s jehlami pro spojeni

s inkubaénimi lahvemi.

6. Chromatografické plynotésné stiikacky s teflonovym tésnénim a vymeénitelnou jehlou

pro manudlni nasttik vzorku, 1 ml, jehly maji bo¢ni vyvod (tzv. ,,side hole* ukonceni).
7. Umélohmotné sttikacky s jehlou, 10 ml.

8. Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu (ECD), manudlnim nastfikem
vzorku a kapilarni kolonou HP-PLOT Q.

3. Pracovni postup

Vzorek pidy se vyjme z lednice a navazi se v 6 opakovanich po 25 g pfirozen¢ vlhké ptdy
do 100ml inkubac¢nich lahvi. Necha se 60 min ohfat vtermostatu pii 20 °C a poté
se do inkubacnich lahvi odmérmym vélcem pfidda 25 ml optimalizaéniho roztoku (3)
vytemperovaného na 20 °C. Inkuba¢ni lahve se uzaviou cernymi pryZovymi zatkami
a Sroubovymi uzavery s otvorem. Vnitini atmosféra lahvi se vyméni za Ar (5) opakovanou
evakuaci (cca -100 kPa) a plnénim Ar (cca 60 kPa) pomoci specidlniho zatizeni. Tato evakuace
a plnéni se provede 4 x za sebou, pricemz kazda evakuace probihd 2 min a kazdé plnéni argonem
probiha 1 min. Pfi vyméné vnitini atmosféry je nutné kontrolovat jeji prib¢h na zabudovaném
tlakoméru. Po ¢tvrtém plnéni Ar se pretlak v lahvich uvolni vybublanim Ar do vody. Poté
se umélohmotnou injekéni stiikackou s jehlou ptfida do poloviny lahvi (tj. 3 opakovani) 10 ml
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CoHo. Vznikly pretlak v lahvich se néasledné opét vyrovna vybublanim do vody. Lahve (vSech

6 opakovani) se umisti na tfepacku v termostatu a inkubuji se za stalého tfepani (150 kmiti/min)

pti teploté¢ 20 °C. Po 30 min a 60 min inkubace se plynotésnou stiikackou s jehlou odeberou

vzorky vnitini atmosféry lahvi (cca 0,6 ml). Objem vzorku v plynotésné stiikacce se upravi

na 0,5 ml a vzorek se okamzit€ analyzuje na obsah N>O pomoci plynového chromatografu

s detektorem elektronového zachytu (ECD). Plynovy chromatograf je pfedem zkalibrovan pomoci

kalibra¢ni smési s N2O o koncentraci cca 300 ppm v N2 (8). Pfi analyze se jako nosny plyn

pouziva He (6) a jako pomocny plyn pro detektor ECD se pouziva smés Ar-CHa P5 (7).

Poznamky

1.

6.

Pred pouzitim zarizeni na vyménu vnitrni atmosfeéry inkubacnich lahvi je nutné jej predem nechat
dobre profoukat argonem — nejméné 2 cykly evakuace a plnéni argonem “naprdazdno” s prazdnymi
uzavienymi inkubacnimi lahvemi.

Denitrifikace je anaerobni proces, a proto je tieba zabranit kontaminaci vzdusnym kyslikem (je nutné
pravidelné kontrolovat stav gumovych hadicek a zatek).

Cely postup je tieba diisledné standardizovat a dbat na odebirdani plynnych vzorkii z inkubacnich lahvi
v presnych casech (1j. po 30 a 60 min inkubace). Casy odbéru se zapisuji a pri mirné odchylce je nutné

adekvatné prepocitat vysledky.

Po odbéru plynnych vzorkii vnitini atmosfery inkubacnich lahvi se plynotesné strikacky zapichnou
do vhodné pryzove zatky, aby se mezi analyzami zabranilo uniku vzorku ze stitkacky.

U piidnich vzorkii Ize stanovit DEA nejpozdéji 14 dni po jejich rozmrazeni. Po této dobé dochdzi
ke znatelnému zkresleni vysledkii.

Vypocet

Vypocitame produkci N>O zvlast pro variantu s CoH» a zvlast’ pro variantu bez CoHz. AvSak

pouze varianta s C2H» ptedstavuje aktivitu denitrifikacnich enzymt (DEA) sensu stricto.

Ca = Cgo — C39

Ca X Vg
1000

V1:25+25—Wd
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_ a X G X Vl
Ve

(G + L) x 28 x 1000

DEA =
Wy X 22,4 x 0,5

Cs0  koncentrace N2O po 30 min inkubace (ppm),
Ceo  koncentrace N2O po 60 min inkubace (ppm),
Ca rozdil v koncentraci N2O mezi 60 a 30 min inkubace (ppm),
Ve objem plynné faze (vnitini atmosféry) inkubacni lahve (ml),
G produkce N2O do plynné faze béhem 30 a 60 min inkubace (ul N2O),
W4 navézka ekvivalentu suché pudy (g),
Vi objem kapalné faze (objem optimaliza¢niho roztoku a vody v navazce pudniho vzorku)

(ml),
o Bunsentliv absorp¢ni koeficient pro N>O a danou teplotu (= 0,632 pro 20 °C),

L produkce N2O do kapalné faze béhem 30 a 60 min inkubace (ul N2O),
DEA aktivita denitrifika¢nich enzymt vyjadiena jako produkce N-N>O do plynné i1 kapalné faze
na 1 g suché ptidy za 1 h (ng N-N,O g'' h'!)

Vypocty pro rozliSeni produktii N2O a N2 béhem denitrifikacni aktivity

Produkce N>O a N> dohromady =DEA

Produkce N,O = DEAbez c:1:
Produkce N> = DEA — DEAve; o
Relativni produkce N2O (%) = % x 100
Literatura

1. M. S. Smith, J. M. Tiedje. Phases of denitrification following oxygen depletion in soil. Soil
Biol. Biochem. 11, 261-267, 1979.
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MOLEKULARNE BIOLOGICKA ANALYZA PUD

Obecné zasady

1.

10.

11.

12.

13.
14.

Pracovni plochy se pied zapoCetim a po skonceni prace otfou lihem (lih : voda=4: 1). Lihem

se pred pouzitim otfou i spodni Casti pipet.
Pracuje se vyhradné ve zdravotnickych bezpudrovych rukavicich.

V piipadé, Ze béhem prace dojde k uképnuti roztoku, ihned se utfe tamponem
a kontaminovand plocha se otfe lihem. RovnéZ je mozné mit na stole list filtraéniho papiru,

ktery se v pfipad¢ kontaminace ihned nahradi ¢istym.
Do laminarniho boxu se nikdy nevnasi materidl obsahujici nukleové kyseliny (kromé primertt).
PrenaSeni véci z/do laminarniho boxu se omezi na minimum.

Pfi manipulaci se vzorky nebo chemikaliemi v mrazaku se pouzivaji rukavice. Mrazak nesmi

byt vybaven funkci pro odmrazovani (defrost).

Je vyhodné roztoky pied prvnim pouzitim rozde€lit v zavislosti na mnozstvi, které
se spotfebuje v jednotlivych sériich. Jednd se o opatfeni pro ptipad kontaminace, kdy

se doporucuje vyménit vSechny pouZivané roztoky.

DNA se skladuje zasadné v mrazdku pii teploté¢ —18 °C a niz$i. Pfi préci jsou zkumavky
se vzorky umistény na ledu v polystyrenovém chladicim stojanku. Je tfeba vSak zamezit

zbyte¢nému opakovanému zmrazovani a rozmrazovani DNA. Pokud je tedy DNA jednou

Vzorky a chemikalie se v mrazédku umisti v riznych zasuvkach.

Mistnost, ve které se pracuje s DNA, se pravidelné¢ 30 min pied zapocetim prace oSetiuje

germicidni lampou, stejné jako lamindrni box.
Pti pipetovani roztokl obsahujici DNA se pouzivaji §picky s filtrem.

Roztoky se pred pouzitim zhomogenizuji na vortexu a pied pipetovanim stoci
na minicentrifuze. Tim se pfedejde rozstiiknuti roztoku z vicka mikrozkumavky pfi jejim

otevieni.
Odpad obsahujici DNA se po skonc¢eni prace odnese z mistnosti k likvidaci.
Veskeré laboratorni sklo, spotfebni plast, voda a roztoky piipravené v laboratofi

se pfed pouzitim sterilizuji v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20 min.
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Powersoil ®Kit

EXTRAKCE DNA Z PUD KITEM DNEASY® POWERSOIL® KIT

Postup izolace DNA timto kitem je pfedev$im vhodny pro extrakci DNA z pudy. Kit je urcen
i pro pudni vzorky, které obsahuji velké mnozstvi huminovych kyselin (lesni ptidy, organické
pudy, kompost, sedimenty, mrva). Izolovand DNA ma vysokou C¢istotu, coz je dulezité
pro uspéSnou PCR amplifikaci DNA mikroorganismli ze vzorku. PCR analyza timto kitem

umoznuje detekci mnoha organismi, v¢etné bakterii, hub, fas a aktinomycet.

Vzorky ptd jsou pifidany do zkumavky s rozbijecimi kulickami a probéhne rychlad a dokonala
homogenizace. Lyzace bunék probihd mechanickymi a chemickymi metodami. Celkova

genomickd DNA se zachyti na kfemicit¢ membrané v kolonce. DNA se promyva a eluuje

Rozsah pouziti

Princip

z membrany. Poté je DNA pfipravena pro PCR analyzu a dalsi aplikace.

3.

Chemikalie

Vsechny chemikalie jsou soucasti kitu DNeasy® Powersoil® Kit (Qiagen):

1.

AN

Roztok C1.
Roztok C2.
Roztok C3.
Roztok C4.
Roztok C5.
Roztok C6.

Poznamky

1.

2.

Kit Ize skladovat p7i teploté (15-25) °C.

V chladu vznikaji v roztoku C1 (1) srazeniny. Zahiatim roztoku na 60 °C se srazeniny rozpusti, roztok

C1 miize byt pouzit i horky.

PowerSoil roztok C5 (5) obsahuje ethanol, je horlavy.

Roztok C4 (4) je nutné tésné pred pouzitim ditkladné protiepat.
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4, Piistroje a pomucky
1. Homogenizator typu ,,mini bead-beater s oscila¢ni frekvenci 3000 kmitl/min.
2. Vortex.

3. Stolni centrifuga s rotorem pro 2,0ml mikrozkumavky typu Eppendorf s nastavitelnou
hodnotou g do 10000 g.

4. Vhodna nadoba se Supinkovym ledem.
5. Sada automatickych pipet pokryvajici rozsah (20 — 1000) pl.

6. Spicky s filtrem pro rozsah (100 — 1000) ul a bez filtru pro rozsahy (20 — 200) ul
a (100 — 1000) pl.

7. Stojanek pro inkubaci vzorkli v 2,0ml mikrozkumavkach na vodni lazni umoziujici ptimy

kontakt mikrozkumavky a vody.

Dalsi pomiicky jsou soucasti kitu DNeasy® Powersoil® Kit (Qiagen):
8. Rozbijeci zkumavky PowerBead Tubes (obsahuji 750 ul roztoku).
9. 2,0ml mikrozkumavky Collection Tubes.

10. Kolonky MB Spin Columns ve 2,0ml mikrozkumavkéch.

3. Postup

Do rozbijecich zkumavek PowerBead Tubes (soucast kitu) se ptida 0,25 g ptirozené vlhké pudy,
zkumavky se promichaji opatrnym vortexovanim a kratce sto¢i na minicentrifuze. Do rozbijecich
zkumavek se pfida 60 pl roztoku C1 (1), zkumavky se opét zvortexuji a nechaji se 45 s tfepat
v homogenizatoru typu bead-beater pfi frekvenci 3000 kmitd/min. Poté se rozbijeci zkumavky

centrifuguji 30 s pfi 10000 g pii laboratorni teploté.

Supernatant (tj. ptiblizné¢ [400 — 500] pl, jesté mize obsahovat néjaké piidni Castice) se opatrné
pienese do Cisté 2,0ml mikrozkumavky (soucast kitu), k supernatantu se piida 250 pl roztoku C2
(2), vzorky se 5 s vortexuji a 5 min inkubuji pti 4 °C (je nutné pouzit vodni lazeii s ledem, nikoliv
lednici). Zkumavky se centrifuguji 60 s pii 10000 g pti laboratorni teploté.

Do ¢isté 2,0ml mikrozkumavky (soucast kitu) se prenese maximalné 600 ul supernatantu (je tieba
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nenasat pelet), k nému se ptida 200 pul roztoku C3 (3), vzorky se kratce vortexuji a 5 min inkubuyji
pii 4 °C (je nutné pouzit vodni lazen s ledem, nikoliv lednici). Zkumavky se centrifuguji

60 s pti 10000 g pti laboratorni teplot¢.

Do ¢isté 2,0ml mikrozkumavky (soucést kitu) se ptfenese maximalné 750 pl supernatantu (je tieba
nenasat pelet), k nému se prida 1200 pl roztoku C4 (4) a vzorky se 5 s vortexuji. Poté se pfenese
ptiblizné 675 pl takto vzniklé smési do kolonky umisténé ve 2,0ml mikrozkumavce (soucast kitu)
a centrifuguje se 1 min pifi 10000 g pfi laboratorni teploté. Prefiltrovand kapalina se vylije, ptida
se dalSich 675 ul smési a centrifugace se opakuje. Prefiltrovand kapalina se opét vylije, do kolonky
se pfida zbytek smési, kolonky se stejnym zpisobem centrifuguji a zbytek prefiltrované kapaliny

se vylije (kazdy vzorek je tedy nutné rozd¢lit na tii davky.).

Do kolonek se ptida 500 ul roztoku C5 (5) a ty se centrifuguji 30 s pii 10000 g pti laboratorni
teploté. Prefiltrovana kapalina se vylije a kolonky se centrifuguji 60 s pti 10000 g pti laboratorni
teploté, aby se odstranily rezidudlni zbytky roztoku C5.

Kolonky se opatrn¢ pienesou do €istych 2,0ml mikrozkumavek (soucast kitu), je nutné zabranit
pottisnéni kolonek roztokem C5. Doprostied bilé membrany uvnitt kolonky se nanese 100 pl
roztoku C6 (6) (alternativné 1ze pouzit PCR vodu). Kolonky se centrifuguji 30 s pii 10000 g
pii pokojové teploté. Kolonky se z 2,0ml mikrozkumavek odstrani a DNA v mikrozkumavkach
je ptipravena pro rizné aplikace. Dalsi purifikace extraktu DNA jiz neni nutnd. DNA se uchova

pi1 —20 °C az do dalsiho pouZiti.

Literatura

1. DNeasy® PowerSoil® Kit Handbook. Qiagen, 1-23, 2017.
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STANOVENI KONCENTRACE DNA

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna ke stanoveni koncentrace DNA v plidnim extraktu.

2. Princip

vvvvv

3, Chemikalie

DNA Quantitation Kit, Fluorescence Assay (Sigma-Aldrich, USA), obsahuje chemikadlie 1 az
3. Kit se skladuje p7i —20 °C.

1. Fluorogenni barvivo, bisBenzimide H 33258 (Hoechst 33258), ¢ = 10 mg/ml.

2. Standard DNA, Calf thymus DNA, ¢ = 1 mg/ml.

Zkumavka se standardem se inkubuje pti 50 °C po dobu (15 — 30) min. Poté se dikladné
rozmichd a rozalikvotuje po cca 120 pl. Jednotlivé alikvoty se skladuji pii —20 °C.
Nedoporucuji se vice jak ¢tyfi cykly zamrazeni a rozmrazeni. Po kazdém rozmrazeni by
m¢l byt standard DNA opét inkubovan pii 50 °C po dobu (15 — 30) min, aby se DNA

v roztoku zcela rozpustila.
3. Puft, 10 x Fluorescent assay buffer.

Po prvotnim rozmrazeni se pufr uchovava pfi teploté (2 — 8) °C.
4. Voda ve vysoké Cistoté pro molekularni biologii, H>O (rezistivita 18,2 MC/cm).
5. Roztok Hoechst 33258, ¢ = 1 mg/ml.

Ptiprava: V 1,5ml mikrozkumavce se smichda 100 pl bisBenzimide H 33258 (Hoechst
33258) (1) a 900 ul vody (4). Roztok se uchovava v temnu pfi teploté (2 — 8) °C.

6. Pracovni roztok Hoechst 33258, ¢ =2 pg/ml.

Ptiprava: Smicha se 50 pl roztoku Hoechst 33258 (5), 2,5 ml 10 x Fluorescent assay
buffer (3) a 22,5 ml vody (4). Pracovni roztok Hoechst 33258 se pted analyzou pfipravuje

vzdy cCerstvy.
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7. Standard DNA, ¢ =100 pg/ml.

Ptiprava: V 1,5ml mikrozkumavce se smicha 100 pl Calf thymus DNA (2), 100 pnl
10 x Fluorescent assay buffer (3) a 800 ul vody (4). Roztok se promicha a skladuje

pii teploté (2 — 8) °C maximaln¢ po dobu Sesti mésici.
8. Standard DNA, ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: V 1,5ml mikrozkumavce se smicha 10 pl Calf thymus DNA (2), 100 pl
10 x Fluorescent assay buffer (3) a 890 ul vody (4). Roztok se promichd a skladuje

pii teploté (2 — 8) °C maximaln¢ po dobu Sesti mésicu.

4. Pristroje a pomiicky

1. Mikrodesti¢kovy fluorimetr s filtry 355 nm/460 nm.

2. Sada automatickych pipet (2 — 1000) pl.

3. Automatickd pipeta (1 —5) ml.

4. Spicky s filtrem pro objemy (2 — 200) pl, bez filtru pro objemy (200 — 1000) ul.
5. Mikrodesticky, 96 jamek, prisvitné.

6. Mikrozkumavky typu Eppendorf, 1,5 ml.

5. Pracovni postup

Kalibrac¢ni ktivka: Kalibra¢ni ktivka se pfipravuje dle tabulky 1 pfimo v jamkach mikrodesticky.

Kazda koncentrace se pipetuje ve dvou opakovanich.

Pipetovani vzorkli a Cinidla: Do jamek mikrodesticky se pipetuje 5 pl vzorku ve tiech

opakovanich. Ke kalibra¢ni kiivce i1 vzorklim se pomoci osmikanéalové automatické pipety ptida
200 pl pracovniho roztoku Hoechst 33258 (6) a obsah jamek se promicha (nasdvanim
a vypusténim ve Spi¢ce automatické pipety, cca 8 x). Jako nulovy bod kalibra¢ni kiivky slouzi

pracovni roztok Hoechst 33258 (6).

Méieni: M¢éfi se fluorescence standardii 1 vzorkl pii Ex 355 nm/Em 460 nm.
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Tabulka 1. Priprava standardi DNA.

Standard DNA Pipetovany objem Mnozstvi DNA v jamce

(ng/ml) (ul) (ng)
10 2 20
10 3,5 35
10 5 50
10 7,5 75
10 10 100
100 2 200
100 3 300

6. Vypocet

Pro zavislost fluorescence na koncentraci standardu plati vztah
Fluor =a+b x DNA

Fluor fluorescence,
DNA obsah DNA (ng),
a,b  parametry regresni kiivky.

Literatura

1. DNA Quantitation Kit, Fluorescent Assay, Technical Bulletin. Sigma-Aldrich, USA, 1-4.
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AMPLIFIKACE SPECIFICKYCH USEKU DNA METODOU PCR

1. Rozsah pouziti

Postup je vhodny pro amplifikaci specifickych usekit DNA metodou polymerazové tetézové
reakce (PCR) v puadnich extraktech pomoci premixu od firmy Lucigen a DNA polymerazy
od firmy Thermo Scientific™. V piipad¢ pouziti jinych chemikalii se postup upravi dle navodu

k pouziti.
2. Princip

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda rychlého zmnozeni (amplifikace) vybraného
useku DNA. Mnozeny (amplifikovany) usek DNA je ohraniCen tzv. primery, coZ jsou kratké
fragmenty DNA, které si diky své komplementarité pfisedaji ke konclim vybran¢ho Useku.
Od ptisedlych primert probiha syntéza DNA pomoci termostabilni DNA polymerazy. Pti reakci
je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoziuji denaturaci DNA (rozvolnéni

na jednotetézce), prisedani primert a syntézu DNA.

3. Chemikalie

1. Premix FailSafe™ PCR 2X PreMix F (Lucigen, USA). Uchovava se pii —20 °C. Roztok by
nem¢l byt opakované rozmrazovan a zamrazovan. Pfi prvnim pouZiti se proto rozalikvotuje
dle predpokladaného poctu reakci v jednotlivych sériich. Pti celkovém objemu reakéni smési

30 pl se pouziva 15 pl premixu na jednu reakci.

2. DNA polymeraza, DreamTaq™ Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific™, USA),
5 U/ul, uchovava se pii —20 °C.

3. Bovine Serum Albumin (BSA) (Thermo Scientific™, USA), 20 mg/ml, uchovava se pii — 20
°C.

4. Voda pro PCR, komer¢né¢ dodavana.
5. Amplifika¢ni primery, F primer (z anglického forward), R primer (z anglického reverse).
6. Zéasobni roztok primerd.

Ptiprava: Primery (5) se dodéavaji v lyofilizovaném stavu. Zasobni roztok se pfipravi dle

155



“ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav zem&délsky Strana 156
UkzU E\ Narthll referencni lflborator
Jednotné pracovni postupy — Vydin A
Analyza pud III
31150.1 Amplifikace specifickych tisekiit DNA Revize 0
metodou PCR

pokynli vyrobce. Zpravidla se pfidava voda (4) tak, aby vznikl roztok o koncentraci
100 pmol/ul. Mnozstvi vody (4) se 1isi pro kazdou Sarzi a vyrobce ho udava na privodni
dokumentaci. Roztok se rozdéli a podily se uchovavaji pfi teplot¢ —20 °C. Je tieba

se vyhnout jejich opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

Poznamky

1. Vpripadé nasledné T-RFLP analyzy jsou forward primery znaceny vhodnou fluorescencni sondou

na 5’ konci dle typu detektoru pouzitého sekvendtoru.

2. 1 U—jedna jednotka enzymu katalyzuje inkorporaci 10 nmol deoxyribonuklotidii do polynukleotidové

frakce behem 30 min pri 70 °C.

4. Pristroje a pomiicky
1. PCR cykler.
2. PCR box (laminérni box).

3. Vortex s nastavitelnou frekvenci (1200 — 1600) ot/min.

4. Sada automatickych pipet (0,1 — 1000) pl (v lamindrnim boxu), Spi¢ky s filtrem

pro pipetovani primera a roztokil obsahujici primery.

Lh

Spi¢ky s filtrem pro pipetovani vzorki.

6
7. PCR mikrozkumavky, 0,2 ml, s vypouklym vi¢kem.

o o]

Mikrozkumavky typu Eppendorf 1,5 ml.
9. Zamrazovaci stojanek pro praci s polymerazou.

10. Chladici stojanek pro uchovani vzorkli béhem pipetovani.

Poznamky

3. Spicky, které se pouziji pro pripravu PCR smési jsou umistény v lamindrnim boxu aZ do jejich

vypotiebovani.

3. Pracovni postup

Obecné zasady: PCR smés se pipetuje a rozalikvotuje do PCR zkumavek v laminarnim boxu

pfi zapnuté cirkulaci vzduchu. Pfed samotnou praci se laminarni box dekontaminuje UV zafenim
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po dobu 30 min. Templat se pfidava jako posledni krok mimo laminarni box. Je tfeba omezit
pienaseni véci z/do lamindrniho boxu na minimum. VsSechny roztoky se pted pouzitim dikladné

promichaji vortexem.

Pipetovani PCR smési: Stanovi se pocet reakcei (pocet vzorkl ve dvou opakovanich, dvé pozitivni

kontroly, dvé bezteplatové kontroly, jedna reakce navic jako rezerva pro pipetovaci chybu). Dle
tabulky 1 se vypoctou celkové objemy roztoki, které se budou pipetovat pro ptipravu PCR smési.
Ptipravi se PCR smé&s obsahujici vodu (4), primery (6), DNA polymerazu (2), BSA (3) a premix
(1). DNA polymeraza (2) se béhem pipetovani umisti do zamrazovaciho stojanku. Pro pipetovani
primerti (6) se pouziji Spicky s filtrem. Vysledna smés se dikladné promicha. Piipravend PCR
smés se pomoci Spicek s filtrem rozalikvotuje do PCR mikrozkumavek. Mimo laminarni box
se pomoci $picek s filtrem ke smési pfida templat. Optimalni mnoZstvi zavisi na obsahu DNA
a inhibitorli pfitomnych v extraktu. Templat se predtim kratce vortexuje pii 1600 ot/min.

Vysledna smés se nepromichava, pouze se sto¢i na minicentrifuze.

Spusténi PCR: Zkumavky se umisti do PCR cykleru a spusti se vhodny amplifika¢ni program.
V piipadé potieby se pfidaji zkumavky s 30 pl vody tak, aby v kazdé fad€ a v kazdém sloupci
byla alespon jedna. Pokud se s produkty PCR reakce pracuje tentyz den, ulozi se pti 4 °C, jinak
pti —20 °C.

Tabulka 1. SloZeni PCR smési pro jednu reakci pri celkovém objemu reakéni smési 30 pl.

Roztok Objem (ul)
Voda (4) (14,53 —x)
Forward primer (6) 0,06
Reverse primer (6) 0,06
DNA polymeraza (2) 0,2
BSA (3) 0,15
Premix (1) 15,0

x = objem templatu (ul)
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Poznamky

4. Pro dosazeni optimalniho pritbéhu PCR Ize ménit objemy templatu, primerii (6), BSA (3) a vody (4),
pricemz voda (4) dopliuje reakci na pozadovany objem 30 ul. Pouze objem premixu (1)je nemeénny.

Literatura

1.

FailSafe™ PCR PreMix Selection Kit, FailSafe™ PCR system with PreMix Choice,

FailSafe™ Enzyme Mix Only, FailSafe™ PCR 2X PreMixes. Lucigen, USA, 1-9, 2019.

Scientific Inc., USA, 2016.

. Bovine Serum Albumin (BSA), molecular biology grade, Product Information. Thermo Fisher

Scientific Inc., USA, 2017.
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ANALYZA PRODUKTU PCR GELOVOU ELEKTROFOREZOU

Rozsah pouziti

Metoda se pouziva pro ovéteni ucinnosti polymerazové fetézové reakce (PCR).

Princip

Fragment DNA se pohybuje v agar6zovém gelu rychlosti, ktera zavisi na jeho velikosti

a

vlozeném napéti. Z polohy a intenzity pasu na elektroforegramu se ur¢i, zda PCR prob¢hla

pozadovanym zpusobem.

3.

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1.
2.

Voda (deionizovana, demineralizovand nebo destilovana).
Agaro6za pro molekularni biologii.

Kyselina octova, ledova, CH3;COOH.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢ = 1 mol/l.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vodé (1) a po vytemperovani se doplni na vysledny
objem 250 ml v odmérné baiice.

Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢ = 1 mol/l.

Ptiprava: 88,3 ml 35% HCl se ptfevede do 1000ml odmérné baiiky ¢aste¢né naplnéné vodou

(1). Po vytemperovani se doplni po znacku.

Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové, CioH14N2OgNa2.2H,0 (Na,EDTA),
¢=0,5 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 186,1 g NaaEDTA a rozpusti v (750 — 800) ml vody (1). pH roztoku
se upravi na hodnotu 8,5 piidanim roztoku NaOH (4). Roztok se pievede do odmérné baiky
a doplni vodou (1) na objem 1000 ml. Ptefiltruje se pies filtratni papir vysoké hustoty

a skladuje se do spotfebovani pti laboratorni teplot¢.
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, C4H11NO3 (Tris).

Standard DNA — elektroforeticky marker pro amplifikaty; volba zavisi na ocekavané délce
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10.

1.

12.

analyzované DNA (napf. GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, SM0373, Thermo

Scientific™).
Nanaseci barva, byva soucasti baleni standardu DNA (8).
Ethidium bromid, pracovni roztok.

Ptiprava: Ptipravi se zfedénim komeréné dodavaného 1% zasobniho roztoku vodou (1)

na finalni koncentraci 0,1 %.
TAE puft, 50 x.

Ptiprava: V 650 ml vody se rozpusti 242 g Tris (7). Rozpousténi lze urychlit
ultrazvukem. Ptida se 57,1 ml ledové kyseliny octové (3) a 100 ml roztoku Na,EDTA
(6). Doplni se vodou na objem 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava se v tésn¢ uzaviené

lahvi pii laboratorni teploté do spotiebovani.
TAE pufr, 1 x.

Ptiprava: Roztok se piipravi ztedénim 20 ml TAE pufru (11) vodou (1) na celkovy objem
1000 ml.

Pristroje a pomiicky
Gelova elektroforéza s nalévaci vanou piiblizn€ o délce 10 cm a hiebenem.
Transiluminator.
Automaticka pipeta (2 — 20) pl.
Fotodokumentaéni zafizeni.
Elektromagneticka laboratorni michacka s ohfevem do 300 °C.
pH metr.

Erlenmeyerova barka, 100 ml.

Pracovni postup

Ptiprava 2% agar6zového gelu: Nalévaci vana se umisti na vodorovnou plochu a nasadi se hieben.

Zdvojnasobeni kapacity je mozno docilit umisténim dvou hiebenti za sebou. Do 100ml

Erlenmeyerovy banky se navazi 1,0 g agardzy (2) a pfidda 50 ml TAE pufru (12). Suspenze

se dukladné promiché tak, aby z4dna agaréza nezlstala na dné banky. Rozpousténi probiha
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za stalého michani pii teploté asi 280 °C. Suspenze se necha dikladné povafit do vycefeni.
Dutkladné rozvafeni agardzy je kliCové pro ziskdni kvalitniho zdznamu z analyzy. Béhem
chladnuti se suspenze prubézné promichava opatrnym krouzivym pohybem. Pfitom je tieba
zamezit vzniku bublinek. JeSté za horka se ptidd 7,5 pl pracovniho roztoku ethidium bromidu
(10) (pracuje se v rukavicich). Kdyz teplota suspenze dosdhne asi 80 °C, naleje se do nalévaci
vany a necha ztuhnout. Pokud gel nebude pouzit bezprostfedné po ochlazeni, umisti se s nalévaci
vanou do ledni¢ky (je tieba jej uzaviit do umélohmotného sacku, aby nedochazelo k intenzivnimu

vysouseni gelu), kde mize byt skladovan né¢kolik dni.

NanaSeni vzorku a vlastni analyza: Do elektroforetické vany se naleje TAE pufr (12) a vlozi se

do ni nalévaci vana s gelem, ze kterého se opatrné vytdhne hieben. Gel by mél byt ponofen
(2 - 3) mm pod hladinou pufru. Dle pokynil vyrobce se ke vzorkim pfidd nanaseci barva (9)
(michéani nanéseci barvy a vzorku probiha na parafilmu nebo v jamkach Terasakiho desticky),
celkovy objem zavisi na pouzitém hiebenu (ve vétsing piipadi dostacuje smichani 4,0 ul TAE
pufru [12] a 2,0 pul standardu DNA [8]; 8,0 ul vzorku a 2,0 pl nanaSeci barvy [9]). Standardy (8)
a vzorky se nanesou do jamek gelu. Optimalni mnoZstvi standardu (8) se zjisti experimentalné.
Pfi nanaSeni na gel je Spicka pipety v horni ¢asti jamky nebo tésn€ nad ni. Po naneseni vzorku
se elektroforetickd vana uzavie vikem, pfipoji ke zdroji napéti a pusti elektricky proud. DNA
putuje ke kladné elektrodé. Pro gel o délce 10 cm se vzdalenosti 15 cm mezi elektrodami
se doporucuje napéti 90 V. Analyza se ukonci ve chvili, kdy ¢elo vzorkl a standard dosdhne asi
2/3 vzdalenosti mezi jamkou a koncem gelu. TAE pufr (12) pro elektroforézu lze pouzit

maximalné desetkrat.

Dokumentace: Gel se opatrné pienese na transilumindtor. Je tfeba mit na paméti, ze
transiluminator vyzatuje UV zéfeni, které mize poSkodit zrak. Fotografie se snima jako ¢ernobila
a v nejvyssi kvalité. UV zéafeni degraduje DNA, proto se pro piipad opakovaného poftizeni
fotografie minimalizuje Cas, kdy je vzorek ozafen. Bezprostfedné po analyze se z originalniho
obrazku potidi pracovni kopie. Na obrazku se uvede nazev projektu, charakterizace cilové

sekvence, popisi se jednotlivé vzorky a standardy a piipadné uvedou dalsi dulezité skutecnosti.
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Poznamky

1. Z originalniho obrazku se ihned poridi kopie, ktera se ddle zpracovavad a analyzuje. Nékteré upravy
Jjsou nevratné a pokud by se nevhodné provedly na origindle, prislusna informace by byla nevratné
ztracena.

Literatura

1. S. Surzycki. Agarose gel electrophoresis of DNA. In Basic Techniques in Molecular Biology,
Surzycki, S.; Springer, Berlin, 163-191, 2000.
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STEPENI DNA RESTRIKCNIMI ENZYMY
1. Rozsah pouziti
Metoda je vhodna pro analyzu libovolné DNA.

2. Princip

Produkt PCR se $tépi specifickym restrikénim enzymem a vzniklé fragmenty se dale analyzuji.

3, Chemikalie

—_—

. Restrikéni enzym, 10 U/pl (v piipadé€ odlisné koncentrace se upravi davkovani).

4, Pristroje a pomucky

1. PCR termocykler.

2. Automaticka pipeta (0,5 — 10) pl.
3. Spicky s filtrem (0,5 — 10) pl.

4. PCR mikrozkumavky, 0,2 ml.

5. Stojanek na PCR mikrozkumavky.

6. Zamrazovaci stojanek pro mikrozkumavky pro praci s restrikénim enzymem.

3. Pracovni postup

Do PCR mikrozkumavky se pipetou se Spickou s filtrem napipetuje 10,0 pl vzorku a 0,6 pl
restrikéniho enzymu. Zkumavka s restriktdzou se b&hem pipetovani umisti v zamraZovacim
stojanku. Pfipravena smés se promicha ihned po napipetovani enzymu. Zkumavka s restriktdzou

je béhem pipetovani umisténa v zamrazovacim stojanku.

Smés se inkubuje 2 h v PCR cykleru pfi teploté udavané vyrobcem pro dany enzym. Poté se enzym
inaktivuje inkubaci reakéni smési pii teploté a po dobu udavanou vyrobcem. V ptipadé, ze

produkty reakce se po skonceni Stépeni ihned analyzuji, skladuji se pii —20 °C.
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Poznamky

1. Mnozstvi vzorku a s tim souvisejici mnozZstvi enzymu se Fidi mnozstvim potrebnym pro dalsi praci.
Pro T-RFLP analyzu postacuje 6 ul.
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STANOVENI MAXIMALNI VODNI KAPACITY (WHC)

1. Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro vSechny typy pud.

2. Princip

Metoda popisuje postup stanoveni maximalni vodni kapacity (water holding capacity, WHC)
v pudach minerélnich 1 organickych. Tento parametr se pouzivd pro vypocet mnozstvi vody,
kter¢ se pfiddva k padnim vzorkim pfi  inkubacnich  pidné-mikrobiologickych

a ekotoxikologickych testech.

3. Pristroje a pomucky

1. Vahy s vazivosti 200 g a pfesnosti 0,001 g.

2. Su8arna s kontrolou teploty.

3. Sklenéné trubice o priméru 50 mm a vysce 50 mm.
4. Parafilm.

5. PE nadoba s jemnym piskem, kterou je mozno proplachovat vodou. Naplnéni piskem

je do vyse 10 cm ode dna.

6. Filtracni papir.

4. Pracovni postup

Mineralni pidy: Jedna strana sklenéné trubice se zakryje filtratnim papirem, ktery se uchyti

gumickou. Vznikla nddoba se naplni asi do poloviny Cerstvou plidou a umisti na 1 h na vodni
lazen tak, aby hladina vody byla mirné nad horni hranici pidy. Po 45 min se nadoba s piskem (5)
dikladné promyje vodou tak, aby pisek nasakl a nadbytecnd voda odtekla. Je nutno zajistit, aby
povrch piskové plochy byl vodorovny na celé ploSe. Na pisek se polozi navlhéena tkanina a na ni
se umisti sklenéné trubice s pidou. Aby se zabranilo odpafovani vody, trubice se uzaviou
parafilmem, do kterého se ud¢la neékolik direk jehlou. Po 3 h se ve vzorcich pad stanovi vazkoveé

obsah vody. Vzorky se pirevedou do vazenek a susi 8 h pti 105 °C. Maximdlni vodni kapacita
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se vyjadii jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché ptdy.

Organické pudy: Sklenéné trubice se dnem z filtracniho papiru se naplni asi do 1/2 vysky Cerstvou

pudou a umisti na vodni lazei tak, aby hladina vody byla mirn¢ nad horni hranici pidy. Stfickou
se vzorek ovlh¢i a Spachtli promicha tak, aby byl homogenni. Zajisti se, aby nebyly ptidni ¢astice
na sténach vélce. Déle se pokracuje jako v piipad¢ minerdlnich pid. Pokud je tfeba, suspenze

se promicha Spachtli, aby doslo k dokonalému kontaktu vody s pidou.

5. Vypocet

whe = =YW 100
A,

WHC maximdlni vodni kapacita (%), procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché

pudy,
PV hmotnost ptidniho vzorku pied vysuSenim (g),
VV  hmotnost vysuSeného vzorku (g).

Literatura
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EKOTOXIKOLOGICKE TESTY

STANOVENI VLIVU CHEMIKALII NA SUBSTRATEM INDUKOVANOU
RESPIRACI INKUBACNIM POKUSEM

1. Rozsah pouziti

Metoda je urcena k testovani vlivu netékavych chemikalii na schopnost piidniho mikrobialniho
spoleCenstva mineralizovat glukozu jako snadno rozlozZitelnou organickou slouceninu

po jednorazové aplikaci testovaného ptipravku.

2. Princip

Test inhibice substratem indukované respirace (SIR) se stanovi dlouhodobym inkubacnim
pokusem. Stanoveni probihd minimalné pfi dvou koncentracich daného piipravku, nizsi vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na ptidu. Paralelné probiha inkubace kontrolniho
vzorku neoSetfeného piipravkem. Plidni vzorek se inkubuje v uzaviené lahvi s méfici hlavici
OxiTop (WTW GmbH, SRN). Spotieba Oz vede k poklesu tlaku, nebot’ uvolnény CO: se jima
do roztoku hydroxidu sodného, ktery je umistén v nddobce na dné lahve. Méftici zatfizeni pribézné
zaznamenava pokles tlaku, ktery se poté piepoCte na mnozstvi spotfebovaného O». Ptidavek
substratu obsahujici glukozu vede k okamzitému zvySeni respirace, tzv. substratem indukované
respiraci (SIR). Ta se stanovuje béhem nékolika néasledujicich hodin, dokud je spotifeba O>

dostate¢né linearni.

3. Pristroje a pomiicky

1. Termostat.

2. Erlenmeyerovy baiiky, 1000 ml.
3. Parafilm.

4. Systém OxiTop (WTW, SRN): ovladaci jednotka, méfici hlavice, adapter, kabel na pienos

dat do PC, software pro pienos dat do tabulkového procesoru.

5. Lahve se zavitem GL45, 100 ml.
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6. Termostat s nastavitelnou teplotou 22 °C a vykyvy teploty maximalné 0,3 °C od nastavené

hodnoty.

7. Plastové nadobky pro roztok hydroxidu sodného.

4. Chemikalie
1. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 2,5 mol/l.

Ptiprava: 100 g NaOH se rozpusti ve vodé a po vytemperovani se doplni na celkovy objem
1000 ml.

2. Substrat.

Ptiprava: Substrat se pfipravi dikladnym smichanim a rozemnutim 8,42 g glukdzy
bezvodé¢, 1,37 g siranu amonného a 0,21 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho v tteci

misce.

3. Pracovni postup

Standardni pida: Standardni ptida by méla byt pisCitd s nizkym obsahem organické hmoty.

Doporucena kritéria jsou:

— obsah pisku (50 — 75) %,

- pH (5,5 -7.5),

— obsah organického uhliku (0,5 — 1,5) %

— obsah uhliku mikrobidlni biomasy by mél byt minimaln¢ 1 % z celkového

organického uhliku.

Je tfeba mit detailni informace o historii plochy, ze které se ptida odebira. Tyto tidaje zahrnuji data
o vegetaci, aplikovanych ptipravcich na ochranu rostlin, minerdlnich a organickych hnojivech
nebo piipadné kontaminaci. Je vhodné zvolit plochu, ktera umozni dlouhodoby odbér. Pida by
neméla byt minimalné jeden rok pted odbérem oSetfena pifipravky na ochranu rostlin. Organické
hnojivo by nemélo byt aplikovano béhem poslednich 6 mésici. Hnojeni minerdlnim hnojivem
je akceptovatelné pouze v ptipadé, kdy je to souladu s pozadavky na vyzivu rostlin, nejedné se

o hnojivo s biocidnim t¢inkem a od odbéru uplynuly minimalné tfi mésice.

168



“ Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zemé&délsky Strana
. i Narodni referenéni laboratof 169
UKZUZ . ,
Jednotné pr’acowou postupy — Vydini 4
Analyza pud III
31200.1 Stanoveni vlivu chemikalii na substratem | Revize 0
indukovanou respiraci inkuba¢nim pokusem

Poznamky

1.V laboratorich UKZUZ se pro potieby analyzy pouzivd pida z plochy pidniho bazdlniho
monitoringu v Raciné, kod 7042. Prumérné hodnoty fyzikalnich, chemickych a biologickych
parametrii naméiené v letech 1999 az 2006 jsou: obsah pisku 53,9 % (odbery 1999, 2000, 2001,
2006); pH(KCI) 5,4; obsah oxidovatelného uhliku 2,1 %,; obsah uhliku mikrobidlni biomasy tvori
1,19 % z celkového organického uhliku.

Odbér, tprava a skladovani standardni pady: Odbér by nemél nasledovat po obdobi sucha nebo

zatopeni plochy trvajici déle nez 30 dni. Transport a Uprava plid probiha dle obecnych zéasad

pro mikrobiologické analyzy pud (viz JPP UKZUZ, postup ¢.31000.1).

Preinkubace: Ve tfech opakovanich se do 1000ml Erlenmeyrovych banck navazi ptda
odpovidajici 400 g susiny. Jedna navazka slouzi jako kontrola, dal$i dvé pro testovani ptipravku.
Uvedena hodnota navazky vychazi z maximalni délky pokusu a tfech paralelnich stanovenich SIR
pfi kazdém odbérovém terminu (7 odb&rovych termintt x 3 opakovani x 13,5 gws navazky
odpovida asi 290 g). Pokud je obsah vody niZsi, nez odpovida 40 % WHC, ptda se na tuto hodnotu
dovlh¢i. V opacném piipadé se preinkubuje pii pfirozené vlhkosti. Lahve se vzorky se po ptidavku

vody zvazi a uzaviou parafilmem. Preinkubace probiha 2 dny pti 22 °C.

Koncentrace testované latky (pfipravku): MnoZstvi testované latky pro aplikaci na standardni

pudu se piepocita podle realného modelu, kdy se ptfedpoklada standardni hloubka pti zapravovani
hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem 30 cm). V laboratornich podminkach se pocita
s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny horsi scénar). Poté se piepocita odpovidajici davka
na mg/g suché pudy a pfipravi se koncentrani fada testované chemikalie. Pii vypoctech

aplikaénich davek se po¢ita s hodnotou hustoty ptidy 1,5 g/cm?.

Testuji se minimalné dvé koncentrace, niz§i odpovidd maximalni davce aplikované na piidu, vyssi
nasobku této hodnoty. Pokud ma byt piipravek aplikovan vicekrat za sezénu, testovana
koncentrace vychazi z celkové aplikované davky. Vyssi testovand koncentrace ale nema

presahnout desetinasobek jednotlivé maximalni doporuc¢ené davky.

Jestlize je testovany piipravek rozpustny ve vod¢, piipravi se vodné roztoky tak, aby po jejich
aplikaci do ptidy celkovy obsah vody pokud mozno nepiesahl 60 % WHC. Do kontrolniho vzorku

se prida odpovidajici mnozstvi vody. Je-li obsah vody v kontrolnim vzorku velmi nizky, mtze byt
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vlh¢eni problematické. Pii pfiliSném ovlhéeni muze dojit ke slepeni pudnich castic, coz

znemoziuje ucinnou vyménu plynit mezi vzorkem a okolim.

Pokud je testovany piipravek nerozpustny ve vod€, vmichd se peclivé do ptdy a ovlh¢i se

na stanovenou vlhkost.

Inkubace: Po skonceni preinkubace se vzorky zvaZzi a doplni se ubytek vody. Teprve poté se ptida
testovana latka, resp. voda v ptipad¢€ kontroly, a po ditkkladném promichéani vzorkl se odeberou
z kazdé banky tfi dil¢i vzorky k pfimému stanoveni SIR (viz odstavec Méreni SIR, metoda

s konstantnim pridavkem substratu).

Poté se zaznamena hmotnost, Erlenmeyrovy banky se vzorky se zalepi parafilmem a ulozi
do termostatu na 22 °C (den 0). Kazdy tyden do 28. dne se vzorky zvéazi a doplni se ibytek vody.
Nasledné (28. den) se vzorky dikladn€ promichaji, odeberou se dil¢i vzorky na stanoveni SIR,
opét se zvazi a uloZi zpét do termostatu na 22 °C. Jestlize je 28. den rozdil mezi kontrolni piidou
a pudou s aplikovanym substratem pfti niz§i davce vyssi nez 25 %, inkubace pokracuje, maximalné
vSak do 98. dne. SIR se stanovuje kazdych 14 dni. Jestlize je v kterémkoliv terminu naméfeny
rozdil mezi nizsi testovanou koncentraci a kontrolou roven nebo nizsi nez 25 %, test se ukonci
se zavérem, Ze testovana davka nemé dlouhodoby negativni vliv na mineralizaci uhliku. Ubytek
vody se dopliuje kazdy tyden. Erlenmeyrova baiika se pfitom nechd nékolik minut odkryta

bez parafilmu, aby doslo k vyméné plynii s okolni atmosférou.

Poznamky

2.V pripade testovani viivu jinych latek nez agrochemikalii se pouzije modifikovany postup, ktery lze
nalézt v prehledu publikaci uvedenych v prehledu literatury.

Me¢éfteni SIR, metoda s konstantnim ptidavkem substratu: Do 150ml kadinek se navazi substrat (2)

a pfida se ptdni vzorek dle tabulky 1. Pida a substrat (2) se dikladné zhomogenizuji a vzorek
se prevede do 100ml inkubacni lahve. Pak se na dno lahve umisti nadobka s roztokem NaOH (1).
Na lahev se nasadi adapter, tésnéni a méfici hlavice. Thned poté se lahev se vzorkem umisti

do termostatu s nastavenou teplotou 22 °C a zahdji se méteni.

Systém OxiTop umoznuje pribézné sledovani prubéhu respirace a v ptipad¢ potieby je mozno

meéieni pfedcasné ukoncit a hlavici uvolnit pro dalsi analyzy (viz navod k pouZziti zatizeni). BEhem
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inkubace nelze se vzorky manipulovat a otevirani termostatu musi byt omezeno na minimum.

Tabulka 1. Zakladni parametry pro stanoveni SIR s konstantnim pridavkem substritu

systémem OxiTop. Uvedené hodnoty navazek uvadejici obsah suSiny v navdzeném cerstvém

vzorku.

Parametr SIR
Preinkubace (gsusina) 13,5
Inkubace (Zsusina) 12,5
Obsah vody (% WHC) 40,0
Inkubacni lahev (ml) 100
Substrat (g) 0,125
Objem NaOH (ml) 5,0
Doba inkubace (h) 10,0
6. Vypocet a hodnoceni

Vypocet spotfebovaného O: Vypocet spotfebovaného Oz vychazi ze stavové rovnice idealniho

plynu.

_ 32X 10% X Vg X Ap
8,314 X 295 X mgyg

R spotiebovany O; od pocatku méfeni (ug/g),
32 molarni hmotnost O> (g/mol),

102 koeficient pro piepocet jednotek,

Vi volny objem (ml) (viz nize),

Ap pokles tlaku (hPa),

8,314 plynova konstanta (m*.Pa.K!.mol ™),

295  teplota (K),

msuz  navazka suché pudy (g).
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Vvypocet volného objemu Vy:

Vir = Viot = Vav — Vam — Vsm

Vir volny objem (ml),

Viot  celkovy objem (objem lahve + prostor v adaptéru — tésnéni) (ml),

Vav  objem prazdné absorbéni nadoby (ml),

Vam  objem roztoku NaOH (ml),

Vsm  objem pudnich castic (ml). Pro mineralni ptidy se pro vypocet objemu pldnich ¢astic
z navazky pocita s literarné uddvanou hustotou ptidnich &astic 2,65 g/cm?.

Vypocet substratem indukované respirace: Hodnota substratem indukované respirace

(ug02.g” Lh 1) se vypocitd jako smérnice regresni primky zavislosti spotfebovaného kysliku
gramem suché pidy na case. Protoze ustidleni systému trva urCity cas, standardné
se pro vyhodnoceni pouziji data od 4,17 h. Pokud by v daném c¢asovém tuseku doslo k naruSeni

linearity zavislosti spotieby Oz na €ase, je mozno k vypoctu pouZit jiny Casovy interval.

Hodnoceni: Pripravek ma negativni vliv na schopnost mikrobidlniho spole¢enstva mineralizovat
snadno rozlozitelné¢ uhlikaté slouceniny, jestlize naméfend hodnota SIR ve vzorku s niZ§i

koncentraci testovaného pfipravku je minimalné o 25 % niZsi neZz SIR kontrolniho vzorku.
Varia¢ni koeficient pro kontrolni vzorek musi byt mensi nez 15 %.
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STANOVENI VLIVU CHEMIKALII NA KRATKODOBOU
NITRIFIKACNI AKTIVITU

1. Rozsah pouziti

Metoda urCuje postup pro stanoveni inhibice kratkodobé nitrifikaéni aktivity chemikaliemi
a extrakty bioodpadii. Lze ji pouzit i pro detekci pfitomnosti latek inhibujici nitrifikacni aktivitu

v pudé a pidnich materialech. Nitrifikaci se v uvedené metodé rozumi oxidace NH4" na NO>".

2. Princip

Vzorek se inkubuje 6 h v tiepané suspenzi pii saturaci substratem (NH4)2SO4 a s ptidavkem
NaClOs, ktery inhibuje oxidaci NO2™ na NOjs", coZ umozZiuje stanovit pouze pfirtistek NO2".
V piipadé€ stanoveni toxicity chemikalii a extraktd bioodpadii se ke vzorkim piida testovana
chemikalie nebo dany extrakt v koncentra¢ni fad¢ a ze stanovené nitrifikacni aktivity se vypoctou
hodnoty LOEC, NOEC a ECx. Pii testovani toxicity ptid se SNA stanovi ve standardni pideé,
testovaném vzorku a jejich smési. Toxicita testované pidy se stanovi porovnanim primérné
hodnoty SNA ve standardni a testované pidé se stanovenou nitrifikacni aktivitou ve smésném

vzorku.

3. Pristroje a pomucky
1. Termostat s horizontalni tfepackou a nastavitelnou teplotou 25 °C.
2. Erlenmeyerovy baiiky, 250 ml.

3. Filtra¢ni papir vhodny k filtrovani plidni suspenze, napt. Macherey-Nagel, k. ¢. 440018.

Je tfeba pfedem ovéftit, Ze filtrani papir neobsahuje dusitany.

4. Centrifuga, pokud se misto filtrace pidni suspenze odstred’uje.

5. Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 540 nm a kyvetou 10 mm.

4. Chemikalie
1. Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2POs4, roztok, c(KH2PO4) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 13,61 g KH2POs, rozpusti ve vodé (9), prevede do 500ml odmérné
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9.

baniky a doplni po znacku.
Hydrogenfosfore¢nan draselny, K;HPOs, roztok, c¢(K2HPO4) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 17,40 g KoHPOs, rozpusti ve vodé (9), ptevede do 500ml odmérné

banky a doplni po znacku.
Chlore¢nan sodny, NaClOs3, roztok, c(NaClO3) = 1 mol/l.

Ptiprava: Navazi se 10,6 g NaClOs3, rozpusti ve vodé (9), prevede do 100ml odmérné banky

a doplni po znacku.
Siran amonny, (NH4)2SO4.
Chlorid draselny, KCI, roztok, c(KCl) = 4 mol/I.

Ptiprava: 298 g KCI se rozpusti ve vod¢, pfevede do 1000ml odmérné banky a doplni

po znacku.
Chlorid draselny, KCI, roztok, c(KCl) = 2 mol/l.

Ptiprava: 149 g KCI se rozpusti ve vodé, pievede do 1000ml odmérné banky a doplni

po znacku.
Zasobni roztok A.

Ptiprava: Smicha se 28 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného (1), 72 ml roztoku

hydrogenfosforecnanu draselného (2) a 100 ml vody (9).
Testovaci médium.

Ptiprava: Smicha se 10 ml zasobniho roztoku A (7), 15 ml roztoku NaClO3 (3) a 0,5 g

siranu amonného (4). pH roztoku je ptiblizné 7,2. Doplni se vodou (9) na 1000 ml.

Voda MilliQ.

10. Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 2,4 mol/l.

11

Ptiprava: K 50 ml vody se pfida 21,9 ml koncentrované HCI, pifevede do 100ml odmérné

banky a doplni vodou po znacku.

. Sulfanilamid.

Ptiprava: 0,5 g sulfanilamidu se rozpusti ve 100 ml HCI (1).

12. Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 0,12 mol/Il.

Ptiprava: K 50 ml vody se ptida 1,10 ml koncentrované HCI, pievede do 100ml odmérné
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bariky a doplni vodou po znacku.

13. N-(1-naftyl)-etylendiamin.
Ptiprava: 0,03 g N-(1-naftyl)-etylendiaminu se rozpusti v 10 ml HCI (3). Ptipravuje se
cerstvy.

14. Dusitan sodny, NaNO», zasobni standardni roztok, ¢ = 100 pg NO2-N/ml.

Ptiprava: V 500ml bance se ve vodé rozpusti 0,2463 g NaNO:> (s piesnosti na 0,1 mg)

a doplni vodou po znacku.
15. Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 40,0 g NaOH se rozpusti ve vod¢, po vytemperovani a ptrevedeni do 1000ml

odmérné banky se doplni po znacku. Pouze pii testovani chemikalii a extraktti bioodpadu.
16. Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢c(HCIl) = 1 mol/l.

Ptiprava: 90 ml 35% HCI se ptida do vody a po vytemperovani se doplni na celkovy objem

1000 ml. pH se upravuje pouze pii testovani chemikalii a extrakti bioodpadu.

3. Pracovni postup

Standardni ptuda: Jako standardni pida se pouziva nekontaminovana pida se znamou hodnotou
SNA v rozmezi (200 — 800) ng NO>-N/gws. Puda se skladuje za podminek uvedenych
v JPP UKZUZ, postup &. 31000.1.

Preinkubace: Pfi stanoveni toxicity chemikalii, hnojiv a extrakti bioodpadl se do 250ml
Erlenmeyerovych ban¢k navazi Cerstva puda odpovidajici 15 g suSiny ve tfech opakovénich,
banky se uzaviou parafilmem a vzorek se preinkubuje 2 dny pii 25 °C. Podminky preinkubace

pro stanoveni toxicity pud jsou uvedeny v odstavci Testovani kontaminovanych pud.

Testovani chemikalii a hnojiv: K testovani se pouZije standardni ptida. MnoZstvi testované latky

pro aplikaci na standardni pidu se ptepocita podle realného modelu, kdy se piedpoklada
standardni hloubka pfi zapravovani hnojiv do pudy (obvykle se pohybuje kolem 30 cm).
V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny horsi scénar).
Poté se prepocita odpovidajici ddvka na mg/g suché pudy a pripravi se koncentra¢ni fada testované

chemikalie. Pii vypoétech aplika¢nich davek se pocita s hodnotou hustoty pidy 1,5 g/cm?.
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Predbézny test: Pred vlastnim stanovenim lze provést predbézny test na Sirokém rozsahu
koncentraci s cilem najit vhodny testovany rozsah koncentraci. Pfedbézny test je volitelny
a je vhodné ho zvolit v piipad¢, kdy toxicita testované latky neni zndma. Piedbézny test se provadi

s jednim opakovanim pro kazdou koncentraci.

Standardni test: Pfipravi se koncentra¢ni fada obsahujici kontrolu bez ptidavku testované
chemikalie a minimalné pét testovanych koncentraci usporddanych v geometrické rade. Pocet
kontrol a jednotlivych opakovani je minimalng tfi. Pomér mezi dvéma sousednimi koncentracemi

cvwr

meéla vykazovat inhibici v rozsahu (50 — 100) %.

V piipadé¢, Ze k rozpusténi testované chemikalie bylo tieba uzit rozpoustédla, jeho mnozZstvi nesmi
piesdhnout 100 mg/l. V tomto piipad€ se provadi stanoveni s dalsi kontrolou obsahujici pouze

rozpoustédlo pfi nejvyssi koncentraci dosaZené v koncentracni fadé.

U testovani hnojiv se do série zahrne méfeni nitrifikace v jednotlivych koncentracich ptipravku
bez ptidavku pudy, aby mohla byt provedena korekce namétenych dat odectenim aktivity
nitrifikatorti v samotnych koncentracich ptipravku. Po skonceni preinkubace se ke vzorkim ptida
objem testovaciho média s testovanou chemikalii pfidaného, aby celkovy objem roztoku vcetné
vody pfitomné v pud¢ ¢inil 60 ml. V ptfipad€ potieby je nutno upravit pH testovaciho média
s testovanou chemikalii na 7,2. K upravé pH se pouZije roztok NaOH (15) nebo HCI (16). Lahve
se umisti na tfepacku s nastavenou teplotou 25 °C. Nitrifika¢ni aktivita se stanovi dle odstavce

Stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivity.

Limitni test: V odiivodnénych ptipadech 1ze zvolit limitni test, ktery se sklada z kontrolni varianty

a doporucené davky testovaného ptipravku v 5 opakovanich.

Testovani kontaminovanych pad: Testované plidy a standardni plida se navazuji

do Erlenmeyerovych banck dle tabulky 1 a dovlh¢i se na 60 % WHC. Poté se pudy preinkubuji
2 dny ve tmé pii 20 °C. Po preinkubaci se z navazek, které jsou v tabulce 1 oznaceny jako pudy
pro smésny vzorek, ptipravi smésné vzorky. Kazdy smésny vzorek obsahuje navazku odpovidajici
7,5 g testované a 7,5 g standardni suché pudy. Smésny vzorek a vzorky pid testované a standardni
se preinkubuji dalsi jeden den ve tmé pti 20 °C. Poté se ke vzorkim ptida 60 ml testovaciho média
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a inkubace pokracuje, jak je uvedeno v odstavci Stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivity.

SNA se stanovi ve smésném vzorku, v padé¢ testované a standardni, a to vzdy ve ctyfech

opakovanich.

Tabulka 1. Navazky standardni a testované pidy pro stanoveni vlivu polutanti

na nitrifikaci. Navazky odpovidaji mnozstvi susiny ve vzorku.

Vzorek Navazka Pocet navazek Erl. barnika
(8 (ml)
Standardni ptida (pfimé stanoveni) 15,0 4 250
Standardni ptida na smésny vzorek 16,0 2 x pocet 100
’ testovanych pad
Testovana ptuda (pfimé stanoveni) 15,0 4 250
Testovana piida na smésny vzorek 16,0 2 100

Testovani vodnich extrakti bioodpadt (napt. Cdistirenskych kal): Pfipravi se suspenze

testovaného materialu s vodou v poméru 1 : 10 (navazka odpovidajici susin€ : voda) a hodnota
pH se upravi hydroxidem sodnym (15) nebo kyselinou chlorovodikovou (16) na 7,5. Suspenze
se necha tfepat 24 h a poté se pevné Castice od extraktu oddéli centrifugaci. Vliv extraktu na piidu
se testuje v koncentra¢ni fad€, ktera zahrnuje kontrolu bez extraktu. Nejvyssi testovana
koncentrace extraktu se pfipravi smichdnim extraktu s koncentrovanym testovacim médiem tak,
aby po jejim ziedéni extraktem bylo dosazeno koncentrace bézného testovaciho média (8). Poté
se pH upravi na 7,2 a ptipravi se geometrickd koncentra¢ni fada. Pomér mezi dvéma sousednimi
koncentracemi nema byt vétsi neZ dva. Pro pfipravu koncentracni fady se pouZije testovacim
médium (8). Do série se zahrne méteni nitrifikace v extraktu bez ptidavku piidy, aby mohla byt
provedena korekce namétenych dat odectenim aktivity nitrifikator v extraktu. Banky se umisti
na tfepacku s nastavenou teplotou 25 °C. Nitrifikacni aktivita se stanovi dle odstavce Stanoveni

kratkodobé nitrifikacni aktivity.

Stanoveni kratkodobé nitrifika¢ni aktivity: Vzorek se nechd dikladné tiepat tak, aby puda

nezustavala usazena na dn¢ (170 ot/min). Po 2 h a 6 h se odebere 5 ml suspenze, ke kterym se ptida
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5 ml roztoku KCI (5). Tim dojde k zastaveni nitrifikace. Piida se od roztoku oddé¢li filtraci nebo
centrifugaci. V roztoku se stanovi koncentrace NO»". Kalibra¢ni kiivka se pfipravi v roztoku KCl

(6), ktery se pouzije i pro fedéni vzorkl s vysokym obsahem NO;".

Stanoveni koncentrace dusitanovych iontd spektrofotometricky:

Priprava kalibracni krivky: V prvnim kroku se do 50ml banky pipetuje 5 ml zdsobniho
standardniho roztoku dusitanu sodného (14) a doplni po znacku. Tento roztok ma koncentraci

10 ug NO2-N/ml. Déle se pipetuje podle tabulky 2.

Tabulka 2. Priprava standardi pro stanoveni dusitant v pidnim extraktu.

Krok | Pipetovany roztok | Pipetovany objem | Vysledny objem Vysledna
koncentrace
(ng NO2-N/ml) (ml) (ml) (ng NO2-N/ml)

1. 100 5 50 10

2. 10 5 50 1

3. 1 5 50 0,10

4. 0,1 5 50 0,01

5. 0,1 5 10 0,05

6. 0,1 20 25 0,08

7. 1 10 50 0,20

8. 0,2 15 25 0,12

9. 0,2 20 25 0,16

Davkovadni cinidel: Pipetuje se 3000 pl roztoku kalibracni kiivky nebo vzorku, ptida se 60 pl
roztoku sulfanilamidu (11) a neché se 5 min stat. Poté se ptida 60 pul N-(1-naftyl)-etylendiaminu

(13) a necha 20 min vybarvovat. Zbarventi je stalé nékolik hodin.

Meéreni: V 10mm kyveté se méti absorbance standardii a vzorki pii 540 nm. Koncentrace dusitanti

v extraktu (ug NO2-N/ml) se stanovi odectem z kalibra¢ni kiivky.
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6. Vypocet a hodnoceni

Vypocet koncentrace dusitanti v pudnim vzorku pfepocdtena na suSinu: Navazovala se erstva

puda, jejiz mnozstvi odpovidalo danému mnozstvi suché pidy.

v+ 555
NO; — N (1g/8sus) = NO, — N (ug/ml) X ——=——
NO2-N (ug/gsuz) koncentrace dusitand v pidnim vzorku pfepoctend na susinu,
\Y objem extrakéniho ¢inidla (ml),
m hmotnost suché pudy, které odpovida dané navazce Cerstvé pudy (g),
w vlhkost vyjadiend jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti

suché pudy.

Vypocet kratkodobé nitrifikacni aktivity:

C
SNA = % x 1000

SNA  kratkodoba nitrifika¢ni aktivita (ng NO2-N.ges ' .h),
Ce koncentrace NO>-N (ng/gsus) po 6 h inkubace,

C2 koncentrace NO>™-N (ng/gsus) po 2 h inkubace,

1000 piepocet pg na ng.

Hodnoceni kontaminovanych ptd: Kontaminovana ptida je povazovana za toxickou, jestlize plati

Mp, + SDp < 0,9 X (M, + M) /2

Mm  primérnd hodnota SNA ve smésném vzorku,
SDm  smérodatna odchylka SNA smésného vzorku,
Mc prumérna hodnota SNA standardni ptdy,

Mp  primérna hodnota SNA kontaminované pudy.

Hodnoceni chemikalii, hnojiv a extraktii bioodpadii: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji

ekotoxikologické parametry NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pii které
koncentrace, pfi které je pozorovan nezddouci ucinek) a ECx (Effect Concentration — u¢inna

koncentrace, pfi které¢ se projevi x% inhibi¢ni Gc€inek). V ptipad¢ limitniho testu se provede
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statistické srovnani testované latky s kontrolou.

Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materidalem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych

dat.
2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat (ToxRat Solutions
GmbH, Asdorf, Néemecko).
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KONTAKTNI TEST PRO STANOVENI INHIBICNIHO UCINKU PUD NA
DEHYDROGENAZOVOU AKTIVITU BAKTERIE ARTHROBACTER
GLOBIFORMIS

1. Rozsah pouziti

Bakterie Arthrobacter globiformis lze pouzit pro testovani vétSiny latek, které nemaji silné
tékavou povahu. Lze je také pouzit pro redln¢ kontaminovanou ptidu. pH testované piidy nesmi

byt nizs§i nez 5.
2. Princip

Princip testu je zaloZen na inhibici dehydrogenazové aktivity kultury bakterii Arthrobacter
globiformis po ptimém kontaktu s kontaminovanou ptidou. V piipadé testovani vlivu chemikalii

se pripravi koncentra¢ni fada a zjiSt'uji se hodnoty G¢inné koncentrace ECx.

3. Pristroje a pomiicky

1. Termostat vytemperovany na 30 °C.

2. Mikrodesti¢kovy fluorimetr, (Ex 535 nm, Em 590 nm).

3. pH metr.

4. Predvazky, presnost 0,01 g, vazivost do 200 g.

5. SuSarna nebo vodni lazen.

6. Mrazak —20 °C.

7. Autoklav.

8. Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml
9. 24jamkové mikrodesticky.

10. LZicka, parafilm, jehla, plastové kapatko.

4. Chemikalie

1. Artificidlni pida ("bild" raSelina — velikost ¢astic 2 mm = 1 mm, kfemenny pisek — > 50 %
181
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hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napt. Sigma, CaCO3

pro upravu pH).
Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/l.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a po vytemperovani se doplni na vysledny objem

250 ml v odmérné barce.
Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: 8,77 ml 35% HCI se ptida do vody a po vytemperovani se doplni na vysledny

objem 1000 ml v odmérné baiice.
Destilovand voda (vodivost < 10 uS/cm).
Zivné médium A.
Ptiprava: V 600 ml destilované vody se rozpusti 10 g kaseinového peptonu, 5 g

kvasnicového extraktu, 5 g D(+) glukézy, 5 g chloridu sodného. Roztok se doplni vodou
na objem 1000 ml. Médium se autoklavuje 20 min pii (121 + 3) °C.

Zivné médium B.
Ptiprava: Odméti se 333 ml Zivného média A do 1000ml odmérné baiiky a doplni se vodou
po znacku.

Fosfatovy pufr.

Ptiprava: V 600 ml destilované vody se rozpusti 7,24 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
KH2POy4, 12 g hydrogenfosfore¢nanu draselného KoHPOy, 2 g octanu sodného C2H3NaO»,
2 g D(+) glukézy. Roztok se doplni vodou na objem 1000 ml. Upravi se pH na 7 £+ 0,2.
Pokud se bude skladovat, autoklavuje se 20 min pii (121 £ 3) °C.

Dimethylsulfoxid (DMSO).

Resazurin, CHsNOsNa.

. Benzylalkonium chlorid (BAC), C12H25N(CH3).C7H7CL

Testovany organismus

. Lyofilizovana kultura Arthrobacter globiformis.
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6. Pracovni postup

Ptiprava resazurinového barviva: V 1000 ml fosfatového pufru se rozpusti 45 mg resazurinu.

Roztok se skladuje ve tmé pfi (0 — 8) °C. Za té€chto podminek je staly jeden tyden.

Zpracovani a skladovéni pidnich vzorki: Viz JPP UKZUZ, postup ¢.31000.1.

Referenéni puda:

1. Nekontaminovana puda stejného slozeni odebrana v blizkosti kontaminované plochy. Tato

puda nesmi obsahovat kontaminanty (coz se ovéti napt. chemickymi analyzami).

2. Puda, ktera spliiuje nasledujici parametry: obsah organické hmoty nesmi byt vyssinez 1,5 %,
frakce pltidy < 20 um nesmi ptesahnout 20 %, obsah pisku (50 — 75) %, pH (5 — 7,5) (napf.
LUFA 2.2).

3. Arttificidlni ptda, vlhkost 33 % WHC.

4. Kfemenny pisek pro testovani chemikalii.

Ptiprava artificidlni pudy (AP): Artificidlni ptida se sklada z kfemenného pisku (velikost zrnek

0,05 mm — 0,2 mm), kaolinu (napt. Sigma), piesaté raSeliny (velikost ¢astic 2 mm £+ 1 mm)
a CaCQO;, ktery slouzi k upravé pH artificialni piidy na 6 £+ 0,5. Presata raSelina (pro testovani
s roupicemi se pouZziva svétla raselina) se defaunizuje hlubokym zamraZzenim na —80 °C nebo 3x
necha zmrznout pii —20 °C a pii laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kfemenny
pisek, kaolin, raselina se smichaji v poméru (69 : 20 : 10). Artificidlni plida se necha den odlezet
v laboratornich podminkéch a zméti se pH. Pokud je potieba, pH se upravi uhli¢itanem vapenatym
na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi 3 dny odleZet a pak se znovu ovéii hodnota pH. pH se méti
na zacéatku 1 konci testu v suspenzi piidy a KCI (¢ = 1 mol/l) v poméru 1 : 5 (ptuda : KCI). V AP
se zm¢ti také WHC (maximalni vodni kapacita) a suSina. Pokud neni znama maximalni vodni

kapacita dané artificialni ptdy, musi se pied testem zjistit (viz JPP UKZUZ, postup &. 31180.1).

Experimentalni usporadani:

1. Pfi testovani chemikalii a odpadi se jako referen¢ni ptida voli kiemenny pisek. Pro testovani
se voli geometricka tada (0; 12,5; 25; 50; 100) % ve 4 opakovanich, kdy se smicha testovana

latka s kontrolnim materialem.
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2. Pfitestovani pld se testovana plida porovnéva s referencni ptidou ve 4 opakovénich.

Vlastni postup testu: Lyofilizované bakterie Arthobacter globiformis se mohou pouzit ihned

po rozmrazeni, nejpozdéji v§ak do 6 h. Po vyjmuti lyofilizovanych bakterii z mrazéku se do vialky
s lyofilizovanymi bakteriemi ptida 0,5 ml studené destilované vody a umisti se na (20 — 30) min
do lednice (6 + 2) °C. Pro pfipravu pracovniho inokula se pfenese cely obsah vialky do 20 ml

média B vytemperovaného na 30 °C.

Analyzované pudy je vhodné pouzit co nejdiive po vzorkovani. Analyzované pudy se rozvazi
po ¢tyfech opakovéanich do 24jamkové mikrodesticky po 0,6 g do kazdé jamky, vetné ctyt
opakovani kontrolni ptidy. Déle je nutné deaktivovat ptirozenou dehydrogendzovou aktivitu.
Mikrodesticka s rozvazenou plidou se umisti do vodni 1azn€ vytemperované na (85 + 2) °C
po dobu 10 min a nasledné se zchladi na laboratorni teplotu pienesenim do studené vody

na 15 min. Tato procedura se opakuje 2 x.

Po deaktivaci ptfirozené dehydrogenazové aktivity se pipetou pifidd do mikrodesticky 0,6 ml
destilované vody a 0,4 ml inokula bakterii. Nasledn¢ se mikrodesti¢ka inkubuje 2 h pti 30 °C
na horizontélni ttepacce pii 150 kmitl/min. Déle se pfida 0,8 ml pfipraveného roztoku resazurinu
a zméti se fluorescence v mikrodestiCkovy fluorimetru (Ex 535 nm, Em 590 nm). Méfeni
se opakuje kazdych 15 min po dobu 1 h. Mezi méfenimi se desticka inkubuje v termostatu

na horizontélni ttepacce pii 30 °C. Souhrnny poustup je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1. Souhrnna tabulka navazek.
Jednotka Blank Kontrola Vzorek
Kontrolni material (vlhky) g 0,6 0,6
Analyzovana pida (vlhka) g — 0,6
Voda ml 0,6 0,6 0,6
Deaktivace dehydrogenazové aktivity
Inokulum ml - 0.4 0.4
Zivné médium B ml 0,4 - -
Inkubace (2 h, 30 °C, ve tm¢)
Resazurin ml 0,8 0,8 0,8
Méreni kazdych 15 min
7. Vypocet a hodnoceni

Vvypocet inhibiéniho efektu:

Ss
IE = 100 — [— X 100]
Sc

IE inhibicni efekt (%),

Ss narust fluorescence vzorku mezi 15. min a 45. min,
Sc narust fluorescence kontroly mezi 15. min a 45. min.

Nartst fluorescence ve vzorku a kontrole se urci linearni regresi.

Kritéria validity testu: Vysledky jsou povazovany za platné, jestlize fluorescence kontrolni pidy

v prubéhu méteni (0 — 60) min vzrostla vice nez 5 x. Pokud nejsou splnény podminky validity

testu, test se opakuje.

Hodnoceni kontaminovanych pud: Jako kontaminované plidy se oznaci pidy, u kterych doslo

ke 40% inhibici fluorescence vzhledem ke kontrole.
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Hodnoceni chemikdlii a hnojiv: Pokud se testovana chemikalie, pida, odpad nebo sediment

smichaly v koncentra¢ni fadé s kontrolni ptidou vysledek se vyjadiuje jako % inhibice.

Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pti které neni pozorovan nezadouci
ucinek), LOEC (Lowest Observed Effect Concentration — nejniz$i koncentrace, pii které
je pozorovan nezadouci ucinek) a ECx (Effect Concentration — ucinnd koncentrace, pfi které
se projevi x% inhibi¢ni ucinek). V pfipadé limitniho testu se provede statistické srovnani

testované latky s kontrolou.

Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych
dat.

2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni sofiware ToxRat (ToxRat Solutions
GmbH, Asdorf, Nemecko).

Referencni latka: Jako referen¢ni latka je doporu¢ena BAC (10). Zplisobena inhibice by se méla

pohybovat v rozmezi (30 — 80) %. Pti koncentraci 600 mg/kg je primérna inhibice 58,2 %.

Literatura

1. ISO/DIS 10871 (2009). Water quality — Determination of the inhibition of dehydrogenase
activity of Arthrobacter globiformis — Solid contact test using the redox dye resazurine.

International Organization for Stardardization, Geneva.

2. Neumann-Hensel, H., Melbye, K. (2006). Optimisation of the Solid-Contact Test
with Arthrobacter globiformis (7 pp). Journal of Soils and Sediments, 6(4), 201-207
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TEST VLIVU CHEMIKALII NA DELKU KORENE SALATU (LACTUCA
SATIVA)

1. Rozsah pouziti

Postup je urcen pro testovani toxicity latek, které nemaji siln¢ t¢kavou povahu. Test je zaméteny

na vyvoj a rust kotene.

2. Princip

Metoda je urcena k detekci potencidlniho vlivu agrochemikalii (napt. pfipravky na ochranu
rostlin, hnojiva) na vyvin a rust kotfene salatu Lactuca sativa var. capitata (salat hlavkovy — Safir,
ureny k rychleni) po jednordzové aplikaci testovaného piipravku. Test probihd minimalné
pfi Sesti koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychdzi z maximalni davky
doporucené pro aplikaci na ptdu, ktera je uprostted sledované koncentra¢ni skaly. Soucasti testu
je 1 kontrolni varianta neoSetiena testovanym piipravkem. Test trva (120 £+ 2) h a na jeho konci

se vyhodnoti vliv na délku kofene v porovnani s kontrolni variantou.

3. Pristroje a pomiicky

1. Testovaci plastové nadoby s vicky (700 — 1000) ml.
2. Nadoba na michani artificidlni pady.

3. Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

4. Michacka na artificialni padu.

5. Termostat vytemperovany na (24 + 2) °C.

6. pH metr.

7. Petriho misky (velké).

8. Predvazky, ptesnost 0,5 g, vaZivost do 5000 g.

9. Milimetrovy papir, pravitko.

10. Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml.
11. Fixacni folie.
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4, Chemikalie

1. Artificialni ptida ("bild" vrchni raSelina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kifemenny pisek — >
50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napt. Sigma,

CaCOs pro tpravu pH).
2. Zasobni roztok testované latky.
3. Destilovana voda na ovlhceni.
4. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) = 1 mol/l.
Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1000 ml.
5. Denaturovany lih, 4 : 1 (denaturovany lih : destilovana voda).

6. Kyselina borita, H3BOs.

5. Testovany organismus

1. Semena salatu Lactuca sativa var. capitata

6. Pracovni postup

Ptiprava artificidlni pady (AP): Artificidlni piida se sklada z kiemenného pisku (vice nez 50 %

zrnek velikosti 0,05 mm — 0,2 mm), kaolinu (napt. Sigma), ptesaté raSeliny (velikost ¢astic 2 mm
+ 1 mm) a CaCOs (slouzi k upravé pH). Pfesatd raSelina (pro testovani se salatem se pouziva
svétla raselina) se defaunizuje hlubokym zamraZenim na —80 °C nebo se 3% nechd zmrznout
pii— 20 °C a pii laboratorni teploté se nechd opakované rozmrznout. Kiemenny pisek, kaolin
a raSelina se smichaji v hmotnostnim poméru 69 : 20 : 10. AP se necha den odleZet v laboratornich
podminkach a zméf#i se pH (viz JPP UKZUZ, postup &. 30042.1). Pokud je potieba, pH se upravi
pomoci uhli¢itanu vépenatého na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi tfi dny odlezet a pak se znovu
ovéii hodnota pH. V AP se zméii také maximalni vodni kapacita (WHC, viz JPP UKZUZ, postup
&.31180.1) a suina (viz JPP UKZUZ, postup &. 30020.1).

Experimentalni upofadani:

Predbézny test: Zvoli se v ptipad€, ze toxicita testované latky neni znama. Hodnoti se vliv
koncentraci s faktorem 10 (napt. 1000, 100, 10, 1). Na konci testu se vyhodnocuje délka kotene.

Vysledky testu jsou dilezité pro navrzeni experimentalniho uspotfadani definitivniho testu.
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Definitivni test: Slouzi ke zjiSténi vlivu chemikalii na délku kotene. Zvoli se koncentracni Skala
vychdzejici z ptedbézného testu v rozmezi koncentraci bez projeveného efektu az po maximalni
efekt. Pti pripraveé koncentracni fady obsahujici minimalné Sest koncentraci se nedoporucuje volit

fedici krok vyssi nez 2.
Mozné uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pfi které neni pozorovan
nezadouci efekt) ptistup je vhodné pouzit alespoii 5 koncentraci v geometrické fade€ po Ctyfech

opakovéanich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect Concentration — uc¢inna koncentrace, pii které se projevi x% ucinek) ptistup

se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovénich + 6 kontrol.

3. Pro smiSeny pfistup je vhodné pouZit 6 az 8 koncentraci v geometrické fadé€ po 5 opakovénich
+ 5 kontrol.

Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky 1ze zvolit limitni test, ktery se sklada

z kontrolni varianty a doporu¢ené davky testovaného piipravku v 5 opakovéanich.

Celkova spotieba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je potieba asi

200 g suché AP. Musi se pripocist jesté priblizné 50 g plidy na zméteni vlhkosti a pH ptdy.

Aplikace testované latky: Latka se mize bud’ ptiddvat spolecné do mnozstvi pidy potiebného

na kazdou koncentraci (200 g x pocet opakovani) a teprve potom rozvazit do testovacich nadob,
nebo se ptda miize nejprve rozvazit do jednotlivych nadob a latka se ptida do kazdé zvlast. Pokud
je to mozné, mél by se preferovat prvni zpiisob, protoze se zajisti vétsi homogenita koncentrace

testované latky v pade.

Mnozstvi testované latky pro aplikaci na artificidlni piidu se prepocita podle redlného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pti zapravovani hnojiv do pliidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (moZzny horsi
scénar). Poté se prepocita odpovidajici davka na mg/g suché ptudy a piipravi se koncentracni fada
testované chemikalie. Pii vypoctech aplikacnich davek se pocitd s hodnotou hustoty pidy
1,5 g/em’.

Jeden az tii dny pied zaCatkem testu se pfipravi zdsobni roztok testované latky (= nejvyssi
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koncentrace) a tedici fadou se ziskaji nizSi koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti

testovanych latek se musi lisit jejich aplikace na AP:

1. Ve vodé rozpustné latky se rozpusti v destilované vodé. MnoZstvi roztoku se spocita tak, aby

se dosdhlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti pidy (dovlhceni na 60 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije t€kaveé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohaxan, aceton, hexan). Roztokem rozpoustédla a testované
latky se rovnomérné zakapne artificidlni pida a nechd se pfes noc odpafit v digestofi.
Testovana latka se tedy aplikuje den pfed zacatkem testu. Neptedvlhcuje se, pida se ovlh¢i
najednou na 60 % WHC az po odpafeni rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné
mnozstvi rozpoustédla, aby nedoSlo k ovlivnéni vysledki. Je také nutné zalozit kontrolu
s pouzitym rozpoustédlem (bez testované latky), aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni

pro salat toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vodé€ ani v organickych rozpoustédlech se latka peclivé vmicha
pifimo do testované pudy, nebo se pouZije smé&s 200 g jemné mletého industridlniho
kfemenného pisku, nebo 200 g suchého pidniho substratu a mnozstvi testované latky potfebné

k ziskani poZadované koncentrace. Peclivé se vSe promiché a dovhl¢i se na 60 % WHC.

Vlastni postup testu: Pred zahdjenim testu se semena salatu nechaji predklicit na Petriho miskach

s filtracnim papirem ovlhéenym vodou asi (20 — 30) h pii (24 £ 2) °C bez pfistupu svétla.
Pro vlastni test se vybiraji naklicend semena s kofinkem dlouhym asi 2 mm. Do oznacenych
testovacich nadob se v den zahdjeni testu rozvazi 200 g ovlhéené piidy prepoctené na suchou
hmotnost. Piida se mirné stlaci a napt sklenénou ty¢inkou rovnomérné vytlaci 15 mélkych jamek
(5 x 3). Do jamek se nasledné pinzetou vlozi 15 ptredklicenych semen salatu, kofinkem smérem
dolti. Semena se k plid€ opatrné pfitlaci (pozor kotinek je kiehky), ale nezakryvaji se. Nadoby
se uzaviou vickem (nebo fixacni folii) a umisti se ve zndhodnéném potadi do termostatu
vytemperovan¢ho na (24 + 2) °C na (120 + 2) h. Pocet koncentraci a opakovani se odviji

od zvoleného experimentalniho uspotadani.

Vyhodnoceni testu: Test se vyhodnocuje po (120 + 2) h. Méfi se délka kofene s presnosti na I mm.

ZvySena pozornost se vénuje Setrnému vytazeni kotfene z puidy. Je nutné dbat na to, aby nedoslo
k poskozeni kotene. Jestlize predkli¢ené semeno nevytvofilo kotfinek, zapocte se tato hodnota jako

nulova.
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7. Vyhodnoceni dat

Pro kazdou koncentraci zkouseného vzorku a kontrolu se vypocte aritmeticky prumér délky

kotene, smérodatnd odchylka (SD) a varia¢ni koeficient (CV).

Kritéria validity:

Vysledky jsou povazovany za platné, pokud plati nésledujici podminky:
1. Na konci testu musi byt primérna délka kotene salatu v kontrole > 15 mm.
2. Variac¢ni koeficient paralelnich stanoveni je <20 %.

3. Primérna vzchazivost semene je > 80 %.
Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.

Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

cvwr

je pozorovan nezadouci ucinek) a ECx. V ptipad¢ limitniho testu se provede statistické srovnani

testované latky s kontrolou.

Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych
dat.

2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat (ToxRat Solutions
GmbH, Asdorf, Nemecko).

Referencni latka: Jednou rocné se salat testuje na referencni latku, zda laboratorni podminky

neovlivnily citlivost testu. Touto referencni latkou je kyselina borita (H3BOs3). Doporucena

hodnota ECs¢ kyseliny borité se pohybuje v rozmezi 300 mg/kgsus az 650 mg/Kgsus.
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TEST VLIVU CHEMIKALIi NA REPKU OLEJKU (BRASSICA NAPUS)

1. Rozsah pouziti

Postup je urcen pro testovani toxicity latek, které nemaji siln€ t€kavou povahu.

2. Princip

Metoda je urcena k detekci potencidlniho vlivu agrochemikalii (napf. pfipravky na ochranu
rostlin, hnojiva) na schopnost rtstu rostlin po jednorazové aplikaci testovaného piipravku. Test
probiha minimalné pti 6 koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi z maximalni
davky doporucené pro aplikaci na ptdu, ktera je uprostted sledované koncentracni §kéaly. Soucasti
testu je 1 kontrolni varianta neoSetiena testovanym piipravkem. Test trva 35 dni. Po 35 dnech
se vyhodnoti vzhled rostlin, ¢erstvd hmotnost, sucha hmotnost, délka prytu, a pokud se vyvinuly

lusky, tak pocet luskli se semeny.

3. Pristroje a pomiicky

1. Testovaci plastové nadoby (700 — 1000) ml.
2. Sito o yjmenovité délce ok 4 mm.

3. Nadoba na michani artificialni pidy (AP).
4. Michacka na artificialni padu.

5. Ristova komora vytemperovana na (23 + 3) °C, (13000 = 2000) Ilux, vlhkost
(75 + 25) %.

6. pH metr.

7. Predvazky, ptesnost 0,5 g, vazivost do 5000 g.

8. Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml
9. ZavlaZovaci bavlnéné knoty.

10. Raznice, kladivo.

11. Fotodokumenta¢ni zafizeni.

12. Testovaci sklenéné nadoby (150 — 200) ml.
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4, Chemikalie

1. Artificialni ptida ("tmava" spodni raSelina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kiemenny pisek —
> 50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napf. Sigma,

CaCOs pro tpravu pH).

2. Zasobni roztok testované latky.

3. Destilovana voda na ovlhceni.

4. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) = 1 mol/l.
Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vode a doplni vodou na 1000 ml.

5. Denaturovany lih, 4 : 1 (denaturovany lih : destilovana voda), v/v.

6. Chemikalie pro pfipravu Steinbergova media:
Mikroprvky
Zasobni roztok zivin €. 1, kyselina borita, c(H3BO3) = 120 pg/l.
Ptiprava: 120 mg H3BO3 se rozpusti ve vodé a doplni do 100 ml v odmérné bance.
Zasobni roztok zivin €. 2, siran zine€naty, heptahydrat, c(ZnSO4.7H>0) = 180 pg/l.
Ptiprava: 180 mg ZnSO4.7H20 se rozpusti ve vodé a doplni do 100 ml v odmérné barce.
Zasobni roztok zivin ¢. 3, molybdenan sodny, dihydrat, c(NaxMoO4.2H>0) = 44 ng/l.
Ptiprava: 44 mg Na;Mo0O4.2H>0 se rozpusti ve vod¢ a doplni do 100 ml v odmérné barice.
Zasobni roztok zivin €. 4, chlorid manganaty, tetrahydrat, c(MnCl,.4H>O) = 180 ng/l.
Ptiprava: 180 mg MnCl,.4H>O se rozpusti ve vodé¢ a doplni do 100 ml v odmérné batice.
Zasobni roztok zivin €. 5, chlorid Zeleznaty, hexahydrat, c(FeCl;.6H,0) = 760 ng/l.
Ptiprava: 760 mg FeCl3.6H>O se rozpusti ve vod¢ a doplni do 100 ml v odmérné baiice.

Zasobni roztok zivin ¢. 6, EDTA disodna sil dihydrat, c(CioH14OsN2Nax.2H>0) =
1500 pg/l.

Ptiprava: 1500 mg EDTA se rozpusti ve vod¢ a doplni do 100 ml v odmérné barce

Chemikalie se rozpusti v destilované vod¢. Mikroprvky se pfipravi ve formé zasobnich roztokt

a uchovavaji se v lednici pti 4 °C. Pfed pouzitim se nechaji vytemperovat na laboratorni teplotu.
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Makroprvky

Dusi¢nan draselny, c¢(KNO3) = 350 mg/1.

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého, ¢(Ca(NOs3)2.4H>O) =295 mg/1.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, c(KH2PO4) = 90 mg/I1.
Hydrogenfosfore¢nan draselny, c(KoHPO4) =12,6 mg/I1.
Heptahydrat siranu hote¢natého, c(MgSO4.7H20) = 190 mg/1.

Makroprvky se navazi a rozpusti v destilované vodé. Navazka se prizptisobi mnozstvi 10 L
Ze zasobnich roztokti mikroprvka €. 1 az 5 se pipetou piida po 1 ml a doplni se destilovanou

vodou do 10 1. Pfipravené Steinbergovo médium se pouziva pro zalivku rostlin.

5. Testovany organismus

1. Semena tepky jarni Brassica napus.

6. Pracovni postup

Ptiprava artificidlni pidy (AP): Artificidlni ptida se sklada z kiemenného pisku (velikost zrnek

0,05 mm — 0,2 mm), kaolinu (napt. Sigma), piesaté raSeliny (velikost ¢astic 2 mm + 1 mm)
a CaCOs, ktery slouzi k Upraveé pH artificialni piidy na 6 + 0,5. Pfesata raselina (pro testovani
s roupicemi se pouziva svétla raSelina) se defaunizuje hlubokym zamrazenim na —80 °C nebo
3x necha zmrznout pii —20 °C a pii laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kfemenny
pisek, kaolin, raselina se smichaji v poméru (69 : 20 : 10). Artificialni piida se necha den odlezet
v laboratornich podminkéch a zméti se pH. Pokud je potieba, pH se upravi uhli¢itanem vapenatym
na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi 3 dny odleZet a pak se znovu ovéii hodnota pH. pH se méfi
na zacatku 1 konci testu v suspenzi ptidy a KCl (¢ = 1 mol/l) v poméru 1 : 5 (puda : KCI). V AP
se zméti také WHC (maximalni vodni kapacita) a suSina. Pokud neni zndma maximalni vodni

kapacita dané artificialni ptidy, musi se pred testem zjistit (viz JPP UKZUZ, postup &. 31180).

Experimentalni usporadani:

Predbézny test: Zvoli se v piipadé, kdy toxicita testované latky neni zndma. Test trva 14 dni.

Na konci testu se vyhodnocuje vzchazivost rostlin. Vysledky testu jsou dilezité pro navrzeni
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experimentalniho uspofadani definitivniho testu.

Definitivni test: Slouzi ke zjisténi vlivu chemikalii na rtst rostlin. Test trva 5 tydnd. Na konci
testu se hodnoti vzhled rostliny, pocet vzeslych rostlin, Cerstva hmotnost prytu, sucha hmotnost
prytu, pocet luskii a semen (pokud jsou vyvinuty lusky). Pfi piipravé koncentracni tfady
se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2. Pfed pouzitim AP jako pudy referencni se dava
prednost nekontaminované pid¢ s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jako zkousené

pudy.
Mozné uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pii které neni pozorovan
nezadouci efekt) pristup by se mélo pouzit alespont 5 koncentraci v geometrickych sériich po

4 opakovanich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect Concentration — u¢inna koncentrace pti které se projevi x% ucinek) pftistup

se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovanich + 6 kontrol.

3. Pro smiSeny pfistup by se mélo pouzit 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach

po 5 opakovanich + 5 kontrol.

Limitni test: Pro ptipad rychlého zhodnoceni testované latky 1ze zvolit limitni test, ktery se sklada

z kontrolni varianty a doporu¢ené davky testovaného piipravku v 5 opakovénich.

Spotteba AP se vypocte podle zvolené¢ho designu. Na kazdé opakovani je potieba asi 400 g AP.
Musi se piipocist jesté piiblizné 50 g pidy na zméteni vlhkosti a pH ptdy.

Ptiprava testovacich nddob: Pouzivaji se testovaci nadoby s objemem (700—1000) ml, viz obrazek

1. Doprostfed nadoby se raznici vyrazi 2 otvory o velikosti 10 mm. Otvorem se protahne knot.
Knot by nemél byt v naddobé vyssi neZ 1 cm a pod nadobou by mél byt dlouhy podle vysky
zavlazovaci nddoby. Kazda testovaci nddoba ma svou zavlaZzovaci nadobu. MiZze se pouzit

bavinény knot anebo knot se sklenénymi vldkny.
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Obrazek 1. Testovaci nadoba.

Aplikace testované latky a rozdéleni AP do testovacich nddob: Jeden aZ tfi dny pred zacatkem

testu se do celkového mnoZstvi AP od kazdé testované koncentrace aplikuje testovana latka

a zaroven se AP ovlhéi na 50 % WHC.

Mnozstvi testované latky pro aplikaci na AP se pfepocita podle redlného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pti zapravovani hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do ptidy (mozny horsi
scénaf). Poté se prepocita odpovidajici ddvka na mg/g suché plidy a pfipravi se koncentraéni fada
testované chemikalie. Pfi vypoctech aplikac¢nich davek se pocita s hodnotou hustoty pady

1,5 g/lem?.

Jeden az tii dny pred zacatkem testu se pfipravi zasobni roztok testované latky (= nejvyssi
koncentrace) a fedici fadou se ziska niz§i koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti

testovanych latek se musi liSit jejich aplikace na AP:

1. Ve vodé rozpustné latky se rozpusti v destilované vodé€. Mnozstvi roztoku se spocita tak, aby

se dosahlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti ptidy (dovlh¢eni na 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech se pouzije t¢kavé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Roztokem rozpoustédla a testované
latky se rovnomérné zakapne AP a necha se pies noc odpafit v digestofi. Testovana latka se
tedy aplikuje den pted zacatkem testu. Neptfedvlhcuje se, plida se ovlhéi najednou na 50 %
WHC aZz po odpafeni rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné mnoZzstvi

rozpoustédla, aby nedoslo k ovlivnéni vysledku. Je také nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité
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rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro fepku toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vod¢, ani v organickych rozpoustédlech se latka peclivé vmicha
pfimo do testované pudy, nebo se pouzije smés 200 g jemné mletého industridlniho
kifemenného pisku, nebo 200 g suchého ptidniho substratu a mnozstvi testované latky potiebné
k ziskani pozadované koncentrace. Peclivé se v§e promicha. Dovlhéi se na 50 % WHC. (Plati

pouze pro AP).
Ptipravend AP se rozvazuje po 400 g suché hmotnosti do testovacich nadob.

Vlastni postup testu: Po aplikaci latky se zasadi 10 semen fepky (5 — 10) mm pod povrch pudy.

Nadoby se umisti ve zndhodnéném poradi do ristové komory vytemperované na (23 + 3) °C
s osvitem (13000 + 2000) luxd a se svételnym rezimem 16 : 8 (svétlo : tma). Nasledujici den
se do zavlazovacich nadob nalije Steinbergovo medium. Na zacatku testu je mozné piidat i tekuté
hnojivo (napf. Substral) do vSech naddob pro podporu ristu rostlin. Jakmile vzejde v kontrolni
varianté¢ 50 % rostlin, za¢ind bézet délka testu (= D0). Zhruba po 7 dnech od DO se zredukuje
pocet rostlin na 8 rostlin na nadobu, pokud je to mozné. Test se prubézné 2% tydné kontroluje
a zndhodni se umistnéni nadob v riistové komote. Pii kontrolach se doplni mnozstvi Steinbergova
media v zavlaZovacich nadobach tak, aby byl zavlazovaci knot namocen v mediu. Pokud
se v prubéhu testu objevi kvety, zaznamena se to a provede se opyleni jemnym StéteCkem anebo

,veeli ty¢inkou®.

Vyhodnoceni testu: Po 14 dnech od DO se provede prvni sklizeni. V testovacich nddobach museji

zustat 4 rostliny. Zhodnoti se stav ustfizenych rostlin, jejich pocet a Cerstva hmotnost. Rostliny
se ustiihnou tésn¢ u povrchu pudy, zméii se jejich délka, zvazi se Cerstva hmotnost kazdé rostliny
zvlast a po usuSeni pfi 60 °C (cca 8 h do konstantni hmotnosti) se zvazi suSina rostlin.
Po 4 tydnech se provede kone¢na sklizen. Ustfihnou se zbylé rostliny a hodnoti se nasledujici
parametry:

1. rustové stddium podle BBCH schématu (systém jednotného kodovani fenologickych

rustovych fazi jednodéloznych a dvoud€loznych rostlin),
2. pocet luskl se semeny, pokud se objevily,
3. Cerstva hmotnost prytu (bez luskil),

4. suSina prytu kazdé nadoby.
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7. Vyhodnoceni dat

Kritéria validity testu:

Vysledky jsou povazovany za platné, pokud v kontrole plati nasledujici podminky:

1. Pocet vzeslych rostlin v kontrole je nejméné 75 %.

2. Ne vice nez jedna ze vzeslych rostlin uhynula v prubéhu testu.

Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.

Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

je pozorovan nezadouci ucinek) a ECy. V ptipadé limitniho testu se provede statistické srovnani

testované latky s kontrolou.

Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych

dat.

2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat (ToxRat Solutions

GmbH, Asdorf, Nemecko).

Referencni latka: Jednou ro¢né se rostliny testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky

neovlivnily citlivost testovanych rostlin. Touto referenéni latkou mlZze byt sulfid zine€naty,

kyselina borita nebo trichloracetat sodny.
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TEST VLIVU CHEMIKALIi NA ROUPICI ENCHYTRAEUS CRYPTICUS

1. Rozsah pouziti

Metoda je urcena k detekci potencidlniho vlivu agrochemikalii (napf. pfipravky na ochranu
rostlin, hnojiva) na schopnost reprodukce jedinct roupice Enchytraeus crypticus po jednordzové
aplikaci testované¢ho pfipravku. Pro testovani vétSiny latek, které nemaji siln€ volatilni povahu,

1ze pouzit jedince péstované na agaru nebo v zahradnim substratu.

2. Princip

Test probihd minimalné€ pti Sesti koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na pudu, kterd je uprostied sledované koncentracni
Skaly. Soucasti testu je 1 kontrolni varianta neoSetfend testovanym piipravkem. Test trva 28 dni.

Na konci testu se vyhodnoti vliv na reprodukci.

3. Pristroje a pomiicky

1. Testovaci sklenéné nadoby (150 —200) ml.

2. Sito o yjmenovité délce ok 2 mm.

3. Nadoba na michani artificialni pidy.

4. Michacka na artificialni padu.

5. Ristova komora vytemperovana na 20 °C, osvit (400 — 800) lux.
6. pH metr.

7. Predvazky, ptesnost 0,01 g, vazivost do 200 g.

8. Lupa s osvétlenim, pocitadlo

9. Mrazak -20 °C.

10. Luxmetr.

11. Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

12. Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 —5) ml.

13. Petriho misky sterilni, primér 10 cm.
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14. M¢kka entomologicka pinzeta.

15. Plastové naddoby (15 % 20 x 3) cm k pocitani juvenila.
16. Parafilm.

17. Termostat vytemperovany na 20 °C.

18. Autoklav.

19. Laminarni box.

4, Chemikalie

1. 1% roztok Bengalské ¢ervene.

Priprava: 1 g Bengalské Cervené se rozpusti v alkoholu a doplni alkoholem na 100 ml.

2. Artificialni pada ("bila" vrchni raselina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kiemenny pisek — >
p yp

50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napt. Sigma,

CaCO:s; pro tpravu pH).
3. Agar.
4. Zasobni roztok testované latky.
5. Destilované voda na ovlhceni.

6. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCl) = 1 mol/l.

Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1000 ml.

7. Denaturovany lih, 4 : 1 (denaturovany lih : destilovana voda).

8. Autoklavované ovesné vlocky.
Ptiprava: Ovesné vlocky se sterilizuji 20 min 121 °C.

9. Millipore voda.

5. Testovany organismus

1. Zésobni kultura roupic Enchytraeus crypticus.

6. Pracovni postup

Ptiprava artificidlni pudy (AP): Artificialni pida se skladd z kfemenného pisku (velikost zrnek
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0,05 mm — 0,2 mm), kaolinu (napt. Sigma), piesaté raseliny (velikost ¢astic 2 mm £+ 1 mm)
a CaCOs, ktery slouzi k Gpravé pH artificidlni pidy na 6 £ 0,5. Pfesata raselina (pro testovani
s roupicemi se pouziva svétla raselina) se defaunizuje hlubokym zamraZenim na —80 °C nebo 3x
nechad zmrznout pii —20 °C a pfi laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kfemenny
pisek, kaolin, raselina se smichaji v poméru (69 : 20 : 10). Artificidlni ptida se nechd den odlezet
v laboratornich podminkéch a zméti se pH. Pokud je potieba, pH se upravi uhli¢itanem vapenatym
na hodnotu 6 + 0,5. Necha se dalsi 3 dny odlezet a pak se znovu ovéti hodnota pH. pH se méfi
na zacCatku i konci testu v suspenzi pudy a KCI (¢ = 1 mol/l) v poméru 1 : 5 (puda : KCI). V AP
se zmé&ii také WHC (maximalni vodni kapacita) a susSina. Pokud neni zndma maximalni vodni

kapacita dané artificialni ptidy, musi se pied testem zjistit (viz JPP UKZUZ, postup &. 31180.1).

Experimentalni usporadani:

Predbézny test: Zvoli se v piipadé, kdy toxicita testované latky neni znama. Test trva 14 dni.
Na konci testu se vyhodnocuje mortalita jedinct. Vysledky testu jsou dulezité pro navrZeni

experimentalniho uspotfadani definitivniho testu.

Definitivni test: Slouzi ke zji$téni mortality jedinch a vlivu na reprodukci. Test trva 4 tydny.

Pti ptipravé koncentracni fady se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2.

Mozné uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pfi které neni pozorovan
nezadouci efekt) pristup se pouzije alespon 5 koncentraci v geometrickych sériich

po 4 opakovénich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect Concentration — ucinnd koncentrace pii které se projevi ucinek u x %

sledované populace) ptistup se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovanich + 6 kontrol.
3. Pro smiSeny piistup se pouzije 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach po 4 opakovanich

+ 5 kontrol.

Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky lze zvolit limitni test, ktery se sklada

z kontrolni varianty a doporucené davky testovaného piipravku v 5 opakovanich.

Spotieba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je potieba 20 g suché AP.

Dale je potieba pficist minimalné 2 x 20 g na kontrolu pH a aktualni vlhkosti. Od kazdé
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koncentrace a kontroly se zaklada jesté jedno opakovani pro méteni pH a aktudlni vlhkosti

na konci testu.

Aplikace testované latky a rozdéleni AP do testovacich nadob: Jeden az tfi dny pfed zacatkem

testu se do celkového mnozstvi AP od kazdé testované koncentrace aplikuje testovana latka

a zaroven se AP ovlhéi na 50 % WHC.

Mnozstvi testované latky pro aplikaci na AP se piepocitd podle redlného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pti zapravovani hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny horsi
scénar). Poté se piepocita odpovidajici ddvka na mg/g suché pudy a ptipravi se koncentracni fada
testované chemikalie. Pfi vypoctech aplikac¢nich dévek se pocita s hodnotou hustoty pudy

1,5 g/em?.

Jeden az tfi dny prfed zacatkem testu se pfipravi zdsobni roztok testované latky (= nejvyssi
koncentrace) a fedici fadou se ziskd niZ§i koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti

testovanych latek se musi lisit jejich aplikace na AP:

1. Ve vode rozpustné latky se rozpusti v destilované vod€. MnoZstvi roztoku se spocita tak, aby

se dosahlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti pidy (dovlh¢eni na 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije t¢kavé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Roztokem rozpoustédla a testované
latky se rovnomérn¢ zakapne AP ve sklenickach a nechéd se pfes noc odpatit v digestofi.
Aplikace se tedy provadi den pted zacatkem testu. Neptedvlhcuje se, pida se ovlhci
najednou na 50 % WHC az po odpafeni rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné
mnozstvi rozpoustédla, aby nedoslo k ovlivnéni vysledka. Je také nutné zalozit kontrolni sadu

na pouzité rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro roupice toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vodé, ani v organickych rozpoustédlech, se latka pecliv€ vmicha
pfimo do testované pidy, nebo se pouzije smés 10 g jemné mletého industridlniho
kfemenného pisku (nebo 10 g suchého ptiidniho substratu) a mnozstvi testované latky potfebné

k ziskani pozadované koncentrace. Peclivé se v§e promicha. Dovlh¢i se na 50 % WHC.

Uzaviené nadoby s pfipravenou kontrolni piidou a ptidou s ptidavkem testované latky se umisti

do rastové komory. V den zahajeni testu se nadoby pfevazi a doplni se ptipadny ubytek vody.
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Ptipravend AP se rozvazuje po 20 g suché hmotnosti do sklenénych testovacich nadob. Piada

v testovacich nadobach by neméla byt udusana kvili volnému pohybu Zivocicht.

Vlastni postup testu: Po aplikaci latky se vmicha do piady potrava — 25 mg mletych ovesnych

vlocek (autoklavovanych) do kazdé testovaci nddoby. Z agaru se vybere do Petriho misek s vodou
po 10 jedincich E. crypticus s opaskem (tim se oplachnou). Poté se z ndhodné vybrané Petriho
misky zavede 10 jedinct E. crypticus do testovacich nadob. Sklenicky se zvazi, hmotnost kazdé
nadoby se zapiSe. Uzavre se parafilmem, ktery se prodéravi jehlou. Skleni¢ky se ulozi v ndhodném
uspofddani do ristové komory vytemperované na (20 £ 2) °C, s osvitem (400 — 800) luxt.
Svételny rezim se nastavi na 16 : 8 (svétlo : tma). Kazdy tyden se zvazi vSechny testovaci nadoby
a piipadny hmotnostni ubytek vody se doplni adekvatnim mnozstvim destilované vody.
Do sklenicek, kde nejsou patrné zbytky potravy, se nasype kazdy tyden 25 mg mletych ovesnych
vlocek. Piipadné plesnivéjici zbytky vlocek se odstrani. Diilezité je, aby pii krmeni byly ovesné

vlocky dikladné zakryté pidou (zabrani se rozvoji plisn¢).

Kontrola vlhkosti a krmeni: Kazdy tyden se kontroluje vlhkost zvazenim nadob. Ptipadny ubytek

hmotnosti se doplni destilovanou vodou. Potrava se kontroluje zaroven s tbytkem vody. Pokud
jsou ovesné vlocky zkonzumované, nasype se 25 mg novych vlocek a zahrnou se. Pokud
jsou patrné néjaké zbytky, ptidd se méné vlocek. Jestli je patrna plisen, odstrani se pred krmenim

a zapiSe se, ve které varianté se vyskytovala.

Vyhodnoceni testu a poc€itani juvenili: Po ¢tvrtém tydnu se spocitaji juvenilové flotaéni metodou

barvenim Bengalskou cerveni. Do kazdé testovaci nadoby s roupicemi se pfida 5 ml etanolu
a nadbytek vody tak, aby nad povrchem substratu vznikla vrstva (2 — 3) cm (cca 50 ml). Pomoci
Iml pipety se odméii do kazdého opakovani 400 pl 1% roztoku Bengalské cervené. Nadoby
se uzaviou nepropustnym vickem, 5 s se protfepou. Uzaviené sklenice se nechaji ptes noc v klidu
a pocitd se nasledujici den. Obsah sklenicky se vylije do misek na pocitani jedincii, stény
sklenicky se dikladné oplachnou a nechaji se v klidu. Za chvili se pozoruje, zda se zde neobjevi
jedinci E. crypticus (vyrazné Cervené, asi 3mm ,,nitky*). Obarveni jedinci se nejlépe pocitaji
pomoci lupy s osvétlenim. Pocet jedincu E. crypticus se zaznamena. Vznikly odpad testovaciho
substratu a roztoku se vylije do nadob k tomu urcenych. Doba nutné ke spocitani jedinct z jedné
nadoby se pohybuje okolo 35 min. Z pfedem urcené kontroly (bez organismi, bez testovaci latky)
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se zm¢ti pH a aktudlni vlhkost artificialni ptidy.

7. Vyhodnoceni dat

Kritéria validity testu:

Vysledky se povazuji za platné, pokud v kontrole plati nasledujici podminky:
1. Mortalita jedinct po ¢tvrtém tydnu by neméla v priiméru piesahnout 20 %.

2. Zaptedpokladu, Ze na poc¢atku testu bylo zavedeno 10 dospé€lych jedincti na jednu nadobu, na

konci testu by mél byt prumérny pocet juvenilti vyssi nez 50 jedinci na jednu nadobu.

3. Nakonci testu by koeficient variance spocitany pro reproduk¢ni data nemél prevysovat 50 %.
Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.

Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

je pozorovan nezadouci ucinek) a ECx. V piipad€ limitniho testu se provede statistické srovnani
testované latky s kontrolou.
Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych
dat.

2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat (ToxRat Solutions
GmbH, Asdorf, Néemecko).

Referencni latka: Jednou ro¢né se roupice testuji na referen¢ni latku, zda laboratorni podminky

neovlivnily citlivost testovanych organismi. Touto referen¢ni latkou je kyselina borita (H3BO3).

8. Laboratorni chov roupice Enchytraeus crypticus

Ptiprava chovného substratu: Jako chovny substrat se pouziva 17% agar nebo neptesaty zahradni

substrat. Agar se pripravi rozpusténim 17 g agaru v 1000 ml destilované vody. Rozlije se
do autoklavovatelnych nadob a zautoklavuje. Po zautoklavovani se miize pfimo pouzit a rozlit
v laminarnim boxu do Petriho misek nebo nechat vychladnout a uskladnit v lednici pii 4 °C.

Petriho misky s agarem se nechaji v boxu vychladnout a pouZziji se pro zaloZeni nového chovu
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nebo se uskladni v lednici pii 4 °C. Zahradni substrat se defaunizuje hlubokym zamrazenim
na — 80 °C nebo 3% se necha zmrznout pii —20 °C a pii laboratorni teploté se necha opakované
rozmrznout. V chovném substratu se zméii pH v KCl, WHC (maximalni vodni kapacita) a suSina.
Pokud je to nutné, pted pouzitim se upravi pH piidy uhli¢itanem vapenatym na hodnotu (6 + 0,5).
Chovny substrat se ovlh¢i na 50 % WHC a dikladné se promichd michackou na ptadu. Poté

se substrat rozd¢€li do chovnych nadob.

Podminky chovu: Roupice druhu Enchytraeus crypticus se chovaji na Petriho miskach s agarem

nebo v plastovych krabi¢kach naplnénych chovnym substratem nebo ptirodni ptidou ve vrstve asi
5 cm. Krabicka je uzaviena prodéravénym vikem kvili pfistupu vzduchu. Chovné nadoby
se uchovavaji v termostatu nebo v klimatizované inkubacni mistnosti pfi asi 20 °C. Agar
se kontroluje pfi krmeni, nesmi byt pfevlhéeny (tekuty). Plida v chovnych nadobach by méla byt
vlhka4, ale ne mokra. Vlhkost se kontroluje mnutim substratu mezi prsty. Pokud ulpi kapicky vody
na prstech, neni tfeba vlh¢it. Chov se kontroluje a krmi podle potieby 2 x tydné. Krmi se
autokldvovanymi ovesnymi vlo¢kami (kvili odstranéni rozto¢iti) v menSich davkéach piimo
do substratu. Pokud se objevi pliseni, odstrani se, v piipadé agaru se zlikviduje cela miska. Jednou

tydné se zahradni substrat opatrné provzdusni.

Pokud jsou podminky pro chov roupic vyhovujici:

1. Roupice nemaji tendenci opustit chovny substrat.
2. Jsou viditelna rtizna vyvojova stadia.

3. Roupice se rychle pohybuji v substratu.

4. Roupice jsou vice nebo méné bile zbarveny.

Novy chov: S kulturami roupic na agaru se pracuje v laminarnim boxu. Nastroje pro krmeni
a manipulaci s roupicemi se pred kazdym pouZitim oZehnou nad plamenem a teprve pak se pouZziji.
Vicko se také pred uzavienim vzdy ozehne. Piiblizné jednou za 3 az 4 mésice se piesadi roupice
Enchytraeus crypticus na novy agar. Stary agar je po této dobé nahnédly a znaéné rozmekly.
Z puvodniho agaru se sterilni pinzetou nebo hackem odeberou roupice a pienesou se na novy agar.
Do nového chovu se vybiraji pfevazné dospéli jedinci (roupice s vyvinutym opaskem s vajicky).

Roupice ve starSich agarech maji tendenci opoustét misku s agarem a shlukovat se na vicku. Tito
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jedinci se mohou vratit do ptivodniho chovného agaru opatrnym odstranénim z vicka nebo
se s nimi miize zalozit novy chov na agaru. Pokud je agar pfili§ stary (nahnédly a znacné

rozmekly), chov na agaru se zlikviduje zalitim lihem a vyhozenim do komunalniho odpadu.
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TEST VLIVU CHEMIKALII NA REPRODUKCI A MORTALITU
CHVOSTOSKOKA FOLSOMIA CANDIDA

1. Rozsah pouziti

Metoda je uréena k hodnoceni potencidlniho vlivu agrochemikalii (napf. hnojiva, piipravky
na ochranu rostlin) na mortalitu dospélcti a schopnost reprodukce jedincti chvostoskoka Folsomia
candida po jednorazové aplikaci testovaného piipravku. Jedince ze synchrozinované kultury Ize

pouzit pro testovani vétSiny latek, které nemaji silné volatilni povahu.

2. Princip

Test probihd minimalné pii 6 koncentracich dané¢ho ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na pidu, kterd se nachazi uprostied sledované
koncentracni Skély. Soucasti testu je 1 kontrolni varianta neoSetiend testovanym piipravkem. Test

trva 32 dni a na jeho konci se vyhodnoti mortalita dospélcti a vliv na reprodukci.

3. Pristroje a pomiicky

1. Testovaci sklenéné nadoby (150 — 200) ml.

2. Sito o jmenovité délce ok 2 mm.

3. Nadoba na michani artificialni ptdy.

4. Michacka na artificialni padu.

5. Ristova komora vytemperovana na 20 °C, osvit (400 — 800) lux.
6. pH metr.

7. Predvézky, ptesnost 0,01 g, vazivost do 200 g.
8. Dokumentacni systém.

9. Mrazak —20 °C.

10. Lux-metr.

11. Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

12. Nastavitelné¢ automatické pipety (0,2 — 1) ml a (1 —5) ml.
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13. Exhaustor.
14, Parafilm.

15. Plastové kulaté krabicky s pevné uzaviratelnymi viky o praméru asi 10 cm.

4, Chemikalie

1. Artificidlni pida ("tmava" spodni raselina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kifemenny pisek —
> 50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napt. Sigma,

CaCOs pro tpravu pH).
2. Pélend sadra.
3. Aktivni uhli.
4. Zasobni roztok testované latky (testovana piida).
5. Destilovana voda na ovlhc¢eni.
6. Cerny inkoust.
7. Chlorid draselny, KCl, roztok, ¢(KCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1000 ml.

8. Denaturovany lih, 4 : 1 (denaturovany lih : destilovana voda), v/v.

9. SuSené rozdrcené kvasnice.

5. Testovany organismus

1. Zasobni kultura chvostoskoku Folsomia candida.

6. Pracovni postup

Ptiprava artificidlni piady (AP): Artificialni pida se skladd z kfemenného pisku (velikost zrnek
0,05 mm — 0,2 mm), kaolinu (napt. Sigma), piesaté raSeliny (velikost ¢astic 2 mm £ 1 mm)
a CaCOs, ktery slouzi k upravé pH artificidlni ptidy na 6 + 0,5. Pfesata raselina (pro testovani
s roupicemi se pouZziva svétla raselina) se defaunizuje hlubokym zamraZenim na —80 °C nebo 3x
necha zmrznout pii —20 °C a pii laboratorni teploté se necha opakované rozmrznout. Kfemenny
pisek, kaolin, raSelina se smichaji v poméru (69 : 20 : 10). Artificialni ptida se necha den odlezet

v laboratornich podminkéch a zméti se pH. Pokud je potfeba, pH se upravi uhli¢itanem vapenatym
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na hodnotu 6 £ 0,5. Necha se dalsi 3 dny odleZet a pak se znovu ovéfi hodnota pH. pH se méii
na zacatku i konci testu v suspenzi ptidy a KCI (¢ = 1 mol/l) v poméru 1 : 5 (puda : KCI). V AP
se zméii také WHC (maximalni vodni kapacita) a susina. Pokud neni zndma maximalni vodni

kapacita dané artificialni ptidy, musi se pied testem zjistit (viz JPP UKZUZ, postup &. 31180.1).

Synchronizace: Do testu je potieba nasadit stejné staré jedince, a proto se provadi synchronizace.
Na novy vlh¢eny substrat (sadra s aktivnim uhlim v poméru 8 : 1) se premisti dospéli jedinci
(nejméné 300 dospélych jedincii = zalozeni synchronizace), dospélci se nekrmi. Po 1 dni
se dospéli jedinci odstrani. Po odstranéni dospé€lct ziistavaji v kultivaéni nddobé jen vajicka. Asi
13 dnd po zalozeni synchronizace se lihnou prvni juvenilové. Zaznamena se den vylihnuti
(objeveni) prvnich juvenili. Pokus se zakladd 12 dni po objeveni prvnich juvenilt (stafi
se pohybuje v rozmezi 10 az 12 dn). Synchronizovani jedinci se umistni do testovacich nadob

s ptidou (= start testu).

Experimentalni usporadani:

Predbézny test: Zvoli se v piipadé, kdy toxicita testované latky neni zndma. Test trva 14 dni.
Na konci testu se vyhodnocuje mortalita jedinci. Vysledky testu jsou diileZité pro navrzeni

experimentalniho uspotfadani definitivniho testu.

Definitivni test: SlouZi ke zjiSt€ni mortality dospélych jedincti a vlivu na reprodukei. Test trva
4 tydny. Na konci testu se hodnoti mortalita a vliv na reprodukci. Pfi pfipravé koncentracni fady

se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2.

MozZna uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No observed effect concentration — koncentrace, pifi které neni pozorovan
nezadouci efekt) pristup se pouzije alespon 5 koncentraci v geometrickych sériich
po 4 opakovénich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect concentration — U¢inna koncentrace pii které se projevi ucinek u x %

sledované populace) ptistup se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovanich + 6 kontrol.

3. Pro smiSeny pfistup se pouzije 6 az 8 koncentraci v geometrickych fadach po 4 opakovanich
+ 5 kontrol.
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Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky 1ze zvolit limitni test, ktery se sklada

z kontrolni varianty a doporu¢ené davky testovaného ptipravku v 5 opakovéanich.

Spotteba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je tteba 30 g suché AP.

Déle je potieba pfic¢ist minimaln¢ 2 x 20 g suché pidy na kontrolu pH a aktudlni vlhkosti.

'''''

vlhkosti na konci testu.

Aplikace testované latky a rozdéleni AP do testovacich nddob: Jeden az tfi dny pfed zacatkem

testu se do celkového mnozstvi AP od kazdé testované koncentrace aplikuje testovana latka

a zaroven se AP ovlhéi na 50 % WHC.

Mnozstvi testované latky pro aplikaci na AP se ptepocita podle redlného modelu, kdy
se pfedpoklada standardni hloubka pfi zapravovani hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se kalkuluje, dle doporueni zahrani¢nich expertd,
s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny horsi scénar). Poté se piepocita odpovidajici davka
na mg/g suché pudy a pfipravi se koncentra¢ni tada testované chemikalie. Pfi vypoctech

aplikaénich davek se pocita s hodnotou hustoty ptidy 1,5 g/cm?.

Jeden az tii dny pred zacatkem testu se pfipravi zasobni roztok testované latky (= nejvySsi
koncentrace) a fedici fadou se ziska niz$i koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti

testovanych latek se musi liSit jejich aplikace na AP:

1. Ve vodé rozpustné latky se rozpusti v destilované vodé€. Mnozstvi roztoku se spocita tak, aby

se dosahlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti ptidy (dovlh¢eni na 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije té¢kavé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). Roztokem rozpoustédla a testované
latky se rovnomérneé zakédpne AP ve sklenickach a necha se pfes noc odpafit v digestofi.
Aplikace se tedy provadi den pted zaCatkem testu. Neptedvlhcuje se, piida se ovlh¢i najednou
na 50 % WHC az po odpateni rozpoustédla. V kazdém opakovani musi byt stejné mnozstvi
rozpoustédla, aby nedoslo k ovlivnéni vysledkt. Je také nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité

rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo neni pro chvostoskoky toxickeé.

3. Pro latky nerozpustné ve vodé, ani v organickych rozpoustédlech, se latka peclivé vmicha

piimo do testované pudy, nebo se pouzije smes 10 g jemné mletého industridlniho kifemenného
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pisku (nebo 10 g suché¢ho piidniho substratu) a mnozstvi testované latky potiebné k ziskani

pozadované koncentrace. Peclive se v§e promicha. Dovlh¢i se na 50 % WHC.

Uzaviené nadoby s pfipravenou kontrolni piidou a ptidou s ptidavkem testované latky se umisti
do rustové komory do zacétku testu. V den zahéjeni testu se nadoby prevazi a doplni se ptipadny
ubytek vody. Ptipravena AP se rozvazuje po 30 g suché hmotnosti do sklenénych testovacich

nadob. Plda v testovacich nddobach by neméla byt udusané kviili volnému pohybu Zivocichti.

Vlastni postup testu: Dvanacty den po objeveni juvenilli v synchronizaci se 10 jedinct premisti

pomoci exhaustoru (viz obrazek 1) do sklenicky s ovlhéenou ptiidou. Do stiedu sklenicky se ptida
Spetka (asi 2 mg) susenych rozdrcenych kvasnic a zakapne se vodou. Nadobky se oznaci lihovym
fixem, zvazi se a zapiSe se hmotnost kvili ubytku vody. Testovaci nddoby se vazi bez parafilmu.
Nadobka se uzavie parafilmem (nebo potravinarskou folii a gumickou) a prodéravi se kvili
vymeéné plynt. Sklenicky se uloZi v ndhodném uspotfadani do ristové komory vytemperované
na (20 £ 2) °C, s osvitem (400 — 800) luxt. Svételny rezim se nastavi na 16 : 8 (svétlo : tma).
Potrava se dodava do testu stejné jako v chovech v podobé suseného pekaiského drozdi. Spetka
(asi 2 mg) kvasnic se pfidava do sklenicek s chvostoskoky na zaCatku a v ptllce trvani testu
(po 14 dnech). Nejprve se piida Spetka kvasnic a pak teprve se doplni ubytek vody, kterym se také
ovlh¢i kvasnice. Provétrava se kazdy tyden pii dovlhcovani. Testovaci nadoby se opét umisti

v nahodném uspotradani zpét do rustové komory.

o

‘ I\

exhaustor

filtry

vyvéva

proudéni odsavaného vzduchu

Obrazek 1. Exhaustor.

Kontrola vlhkosti: Ubytek vody se sleduje vazenim nadob pii zaloZeni a nasledné kazdy tyden.
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Pokud by byl zaznamenan ubytek vody, doplni se.

Vyhodnoceni testu, pocitani dospélct a juvenili: Test se vyhodnocuje 32 dnti po zalozeni testu.

Vyhodnocuje se mortalita dospé€lct a vliv na reprodukci prostiednictvim poctu noveé vylihnutych
juvenild. K tomuto ucelu se pouzZiva flota¢ni metoda. Obsah testovaci nadoby se vysype
do pocitaci nadoby, testovaci nadoba se dikladné vyplachne destilovanou vodou a piida se asi
20 kapek (800 ml) ¢erného inkoustu do pocitaci nadoby. Jemnym S§téteCkem se micha obsah
nadoby, aby se dostali viichni juvenilové i dospéli jedince na hladinu. Stétecek se dikladné
oplachne, aby na ném nezlstali zddni chvostoskoci. Poté se doplni do nadoby voda, aby byla
cca 2 cm pod okraj. Nejdiive se spocitaji dospélci, poté se vlozi umélohmotna rozdélovaci miizka
pro pocitani juvenilid. Pomoci dokumentacniho zatizeni se pofidi snimek misky s chvostoskoky.

Jedinci se pocitaji z potizené fotografie.
V ptredem urcené kontrole bez organismi se zméti pH a aktudlni vlhkost artificialni ptidy.

7. Vyhodnoceni dat

Kritéria validity testu:

Vysledky se povazuji za platné, pokud jsou v kontrole splnény nésledujici podminky:

1. Mortalita dospélcti by neméla presahnout 20 %.

2. Pocet juvenilt pti vyhodnoceni testu musi byt vyssi nez 100 na 1 opakovéani.

3. Na konci testu by nemél koeficient variance spocitany pro reprodukéni data v kontrole
pievySovat 30 %.

Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.

Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

NOEC, LOEC (Lowest Observed Effect Concentration — nejniz§i koncentrace, pii niz
je pozorovan nezadouci ucinek) a ECx. V ptipad¢ limitniho testu se provede statistické srovnani

testované latky s kontrolou.
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Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se ridi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych
dat.

2. Pro hodnoceni dat je vhodné pouzit sofiware ToxRat (ToxRat Solutions GmbH, Asdorf, Nemecko).

Referenéni latka: Jednou rocné se chvostoskoci testuji na referencni latku, zda laboratorni

podminky neovlivnily citlivost testovanych organismi. Jako referencni latku je mozné pouzit

kyselinu boritou, ECso se udava v rozmezi (147 — 503) mg/kg susiny.

8. Laboratorni chov chvostoskoka Folsomia candida

Ptiprava chovného substritu: Folsomia candida se chova v plastovych krabickach o velikosti asi

10 cm. Chovny substrat tvoii smés sadry a aktivniho uhli v poméru (8 : 1) az (10 : 1). Chovny
substrat ve formé prasku se ovlh¢i destilovanou vodou aZ do tplné saturace (napf. 240 g sadry,
30 g aktivniho uhli a 200 ml vody). Poté se opatrné ptelije do chovné nadoby (asi po 60 g). Smés
by meéla tvofit asi lem vrstvu na dné. Chovny substrat je nutné udrZovat dostatecné vlhky.
Ovlhc¢uje se Pasteurovou pipetou a destilovanou vodou. Voda se ptikapava, dokud se rychle
vsakuje. Povrch substratu by se nemél lesknout. Chovné naddoby museji byt pevné uzavieny

vikem.

Podminky chovu: Chovné nddoby s chvostoskoky se uchovévaji ve tme v termostatu pii asi 20 °C.

Chovny substrat se vyménuje jednou za 6 tydnii. Chov je nutné kviili pevné uzavienym nadobam
vétrat minimalné dvakrat tydné. Chov se krmi (2 — 3) x tydné malym mnozstvim susenych

rozdrcenych kvasnic, které se trochu ovlhéi vodou.

Literatura
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by soil contaminants. International Organization for Standardization, Geneva.

2. Simek, M. (2003). Fyzikalni vlastnosti pady. Zdklady nauky o pidé. 1. Nezivé slozky
piidy. Jiho&eska univerzita v Ceskych Budé&ovicich ISBN 80-7040-629-1.

3. OECD 232 (2009). Test No. 232: Collembolan Reproduction Test in Soil. OECD Guidelines

for the Testing of Chemicals, Organisation for Economic Cooperation and Development,

Paris.

214



“ Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zemé&délsky Strana
. i Narodni referenéni laboratof 215
UKZUZ . ,
Jednotné pr’acowou postupy — Vydini 4
Analyza pud III
31320.1 Stanoveni ¢inkd hnojiv a agrochemikalii | Revize 0
na reprodukci zizaly Eisenia andrei

STANOVENI UCINKU HNOJIV A AGROCHEMIKALII NA
REPRODUKCI ZIZALY EISENIA ANDREI

1. Rozsah pouziti

Metoda je urcena k detekcei potencidlniho vlivu hnojiv a agrochemikalii na schopnost reprodukce
zizaly FEisenia andrei po jednorazové aplikaci testovaného ptipravku. Tento chronicky test
je pouzitelny pro pudy a materidly nezndmé kvality (napf. kontaminované pidy, odpadni
materialy). Uginky piipravku se hodnoti za pouZiti definovaného umélého pidniho substratu
(artificidlni ptidy). Tato metoda neni uréena k testovani volatilnich latek a nebere v uvahu stalost

latky v prabé¢hu testu.

2. Princip

Test probiha minimalné pii 6 koncentracich daného ptipravku. Koncentra¢ni fada vychazi
z maximalni davky doporucené pro aplikaci na padu, kterd je piiblizné uprostied sledované
koncentracni fady. Soucésti testu je 1 kontrolni varianta neoSetfend testovanym piipravkem. Test
trva 56 dni. Po 28 dnech se odeberou dospéli jedinci a vyhodnoti se jejich mortalita (popiipadé
narust €1 ubytek biomasy ZizZal). Na konci testu po dalSich 28 dnech inkubace se vyhodnoti vliv

na reprodukeci Zizal spocitanim juvenilda.

3. Pristroje a pomiicky

1. Sklenéné testovaci nadoby s perforovanymi vicky, (1 —2) L.
2. Nadoba na michani artificialni pidy (AP).

3. Srotovaci zafizeni na rozsekani raseliny.

4. Michacka na artificidlni ptidu

5. Sito o jmenovité délce ok 2 mm.

Mrazék —20 °C (—80 °C).

-

pH metr.

8. Klimatizovana mistnost ¢i rlistova komora vytemperovand na (20 + 2) °C.
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10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Svételny zdroj (napt. bilé zativky) schopny dodévat konstantni intenzitu svétla (400 — 800)
lux pfi fizeném cyklu svétlo : tma (16 : 8) hodin nebo (12 : 12) hodin.

Luxmetr.

Predvazky, presnost 1 g, vazivost do 5000 g.

Ptedvazky, presnost 0,01 g, vazivost do 200 g.
Nastavitelné automatické pipety (0,2 — 1) mla (1 — 5) ml.
Vodni lazen, (50 — 60) °C.

Plastovy tac.

Pocitadlo.

Drevéna Spejle nebo mikrobiologicka klicka.

Sklenéna tyc¢inka.

Chemikalie

. Atrtificidlni piida ("bila" vrchni raSelina — velikost ¢astic 2 mm + 1 mm, kiemenny pisek — vice

nez 50 % hmotnosti pisku v rozmezi velikosti zrnek 0,05 mm — 0,2 mm, kaolin — napt. Sigma,
CaCOj3 — uprava pH).

Chlorid draselny (KCl), roztok KCI, ¢ = 1 mol/l.

Ptiprava: 74,6 g KCl se rozpusti v destilované vodé a doplni na 1000 ml.
Voda (deionizovana, demineralizované nebo destilovand) na ovlhc¢eni.
Granulovany kravsky hntj.

Testovany ptipravek.

Testovany organismus

. Zasobni kultura zizal Eisenia andrei.

Pracovni postup

Ptiprava artificialni pudy (AP): Artificialni ptida se skladé z kiemenného pisku, kaolinu, presaté

raSeliny a CaCOs, ktery slouzi k upraveé pH artificialni pidy na 6 £+ 0,5. Pro test se Zizalami
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pouzivame svétlou raselinu. Presata raSelina se defaunizuje hlubokym zamrazenim na —80 °C
nebo se necha 3 X zmrznout pii —20 °C a pfti laboratorni teploté¢ se neché opakované rozmrznout.
Kiemenny pisek, kaolin a raselina se smichaji v poméru 69 : 20 : 10. Artificialni pida se necha
den odlezet v laboratornich podminkach a zméfi se jeji pH. Pokud je potfeba, pH se upravi
uhli¢itanem vapenatym na hodnotu 6 + 0,5. Neché se dalsi 3 dny odlezet a pak se znovu ovéti
hodnota pH (viz JPP UKZUZ, postup &. 30042.1). V AP se zméfi také maximalni vodni kapacita
(WHC, viz JPP UKZUZ, postup ¢. 31180.1) a susina (viz JPP UKZUZ, postup &. 30020.1).

Experimentalni usporadani:

Predbézny test: Piedbézny test je volitelny a je vhodné ho zvolit v ptipadé, kdy toxicita testované
latky neni znama. Predbézny test slouzi k zjisténi rozsahu koncentraci testované latky ovliviujici
zizaly, napt. 0 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg a 1000 mg/kg. PredbéZny test se provadi
bez opakovani. Pokud nejsou pozorovany Zadné ucinky ani pii koncentraci 1000 mg/kg, 1ze

definitivni test navrhnout jako test limitni.

Definitivni test: Slouzi ke zjiSténi mortality jedinci a vlivu na reprodukci. Pfi piipravé

koncentra¢ni fady se nedoporucuje volit fedici krok vyssi nez 2.

Mozné uspotadani definitivniho testu:

1. Pro NOEC (No Observed Effect Concentration — koncentrace, pii které neni pozorovan
nezadouci ucinek) pfistup se pouzije alesponn 5 koncentraci v geometrickych sériich
po 4 opakovéanich + 8 kontrol.

2. Pro ECx (Effect Concentration — ucinnd koncentrace, pifi které se projevi G€inek u x %
sledované populace) piistup se pouzije az 12 koncentraci po 2 opakovénich + 6 kontrol. Redici

krok miize byt proménlivy: mensi v nizkych koncentracich a vétsi ve vysokych koncentracich.
3. Pro smiSeny pfistup se pouzije 6 aZ 8 koncentraci v geometrickych fadach po 4 opakovanich

+ & kontrol.

Limitni test: Pro pfipad rychlého zhodnoceni testované latky 1ze zvolit limitni test, ktery se sklada
z kontrolni varianty a doporuc¢ené davky testované¢ho piipravku v 4 opakovanich. Limitni test

muze byt dostacujici, pokud v predbézném testu nebyly pozorovany zadné toxické ucinky.

Spotieba AP se vypocte podle zvoleného designu. Na kazdé opakovani je tieba 500 g suché AP.
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Déle je potieba pricist minimalné 2 x 20 g suché pudy na kontrolu pH a aktualni vlhkosti.

Aplikace testované latky a rozdéleni AP do testovacich nddob: Jeden az tfi dny ptfed zacatkem

testu se do celkového mnozstvi AP od kazdé testované koncentrace aplikuje testovana latka

a zaroven se AP ovlhéi na 50 % WHC.

Mnozstvi testovaného ptipravku pro aplikaci na AP se pfepocitd podle redlného modelu, kdy
se predpoklada standardni hloubka pii zapravovani hnojiv do ptidy (obvykle se pohybuje kolem
30 cm). V laboratornich podminkach se pocita s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny horsi
scénar). Poté se prepocita odpovidajici ddvka na mg/g suché pudy a ptipravi se koncentracni fada
testovaného piipravku. Pfi vypoctech aplikacnich davek se pocita s hodnotou hustoty pidy

1,5 g/em?®.

Ze zasobniho roztoku testované latky (= nejvysSi koncentrace) se fedici fadou ziskaji nizsi
koncentrace testované latky. Podle rozpustnosti testovanych latek se musi lisit jejich aplikace

na AP:

1. Ve vodé rozpustné latky se rozpusti ve vodé (3). Mnozstvi roztoku se spocitd tak, aby

se dosahlo pozadované koncentrace a vysledné vlhkosti piidy (dovlh&eni na 50 % WHC).

2. Pro latky nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v organickych rozpoustédlech, se pouzije tékavé
rozpoustédlo (dichlormetan, cyklohexan, aceton, hexan). MnoZstvi testované latky potfebné k
dosazeni pozadované koncentrace se rozpusti v rozpoustédle a smichd se s ¢asti kiemenného
pisku. Po odpafeni rozpoustédla v digestofi (nejlépe pies noc) se kontaminovany pisek
diikkladn¢ promichd se zbytkem standardni plidy a dovlh¢i se na 50 % WHC. V kazdém
opakovani musi byt stejné mnozZstvi rozpoustédla, aby nedoslo k ovlivnéni vysledkt. Je také
nutné zalozit kontrolni sadu na pouzité rozpoustédlo, aby se zjistilo, zda samo rozpoustédlo

neni pro Zizaly toxické.

3. Pro latky nerozpustné ve vod¢, ani v organickych rozpoustédlech, se latka peclivé vmicha
pfimo do testované ptidy, nebo se pouzije smés 10 g jemné mletého industridlniho kfemenného
pisku (nebo 10 g suchého ptdniho substratu) a mnozstvi testované latky potfebné k ziskani

pozadované koncentrace. Pecliveé se v§e promichd. Dovlh¢i se na 50 % WHC.

Uzaviené nadoby s pfipravenou kontrolni piidou a ptiidou s ptidavkem testované latky se umisti

do mistnosti (riistové komory) vytemperované na (20 £+ 2) °C do zacatku testu. V den zahdjeni
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testu se nadoby prevazi a doplni se ptipadny ubytek vody. Pripravend AP se rozvazuje po 500 g
suché hmotnosti do sklenénych testovacich nadob. Piida v testovacich nadobach by neméla byt

udusand kvili volnému pohybu zizal.

Vlastni postup testu: Do kazdé testovaci nadoby je na povrch pudy aplikovano 10 Zizal. Zizaly

do testu by méla tvofit, pokud mozno homogenni populace z hlediska véku, velikosti a hmotnosti.
Do testu je vhodné pouzit dospélé zizaly 2 mésice az 1 rok staré, stejné velikosti a s dobie
vyvinutym opaskem. Doporu¢ovand hmotnost na jednu zizalu je (250 — 600) mg. Doporucuje se
zizaly pted vlastnim testem aklimatizovat 1 az 7 dni v artificidlni ptid€ s ptidavkem ovlh¢ené¢ho

granulovaného kravského hnoje.

Pted aplikaci do nadoby se Zizaly po 10 jedincich opatrné oplachnou v kohoutkové vod¢, osusi
papirovou utérkou a zvazi. Po aplikaci Zizal se testovaci nddoby uzaviou perforovanymi vicky,
aby byl zajistén dostateCny piisun vzduchu, zvazi se a umisti do mistnosti (ristové komory)
vytemperované na (20 + 2) °C. Intenzita osvétleni je nastavena na (400 — 800) lux pfi fizeném

cyklu svétlo : tma (16 : 8) hodin.

vvvvv

granulovany kravsky hntij. Granulovany hntlj je potifeba pted aplikaci do nadob ovlh¢it vodou (3)
a nechat asi hodinu odstat. Na ovlh¢eni 5 g suchého hnoje ptipadd 6 ml vody (3). Na za¢atku testu
se aplikuje 11 g vlhkého hnoje na testovaci nadobu. Hntlj se pomoci sklenéné tyCinky opatrné

zahrabe asi 1 cm pod povrch testovaci matrice.
Po aplikaci ziZal a potravy do testovacich nadob se nadoby uzaviou a zvazi.

Kontrola vlhkosti a krmeni: Kazdy tyden se kontroluje vlhkost zvazenim nadob. Ptipadny ubytek

hmotnosti se doplni vodou (3). Na povrch pudy se nejprve rovnomérné nakape mnozstvi chybéjici
vody, az poté se pod povrch ptudy aplikuje potrava (11 g vlhkého hnoje na opakovani). Naposledy
se potrava do testovacich nadob ptidava 28. den inkubace po vyjmuti dospélych zizal. Soucasné

s doplnovanim vody a krmenim dochézi k provétrani testovacich nadob.

Vyhodnoceni testu a poditani juvenili: Po 28 dnech inkubace se vyhodnoti mortalita dospélych
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zizal. Testovaci nadoby se prevazi kvili doplnéni ibytku vody. Obsah testovaci nadoby se opatrné
vysype na plastovy tac. Dosp€lé zizaly se opatrné vyberou z pidy a spocitaji se, umyji se
v kohoutkové vodé, osusi a nasledné zvazi. Do ptudy se nakape tibytek vody a pida se po kratkém
promichani vrati zpét do testovaci nadoby. Pod povrch pidy se zahrabe 11 g ovlhé¢eného hnoje,
nadoby se uzaviou perforovanymi vicky, pfevazi a ponechaji se inkubovat dalSich 28 dni. Kazdy

tyden se kontroluje vlhkost a vétré se, ale potrava se jiz neptidava.

Po 56 dnech inkubace se hodnoti pocet vylihnutych juvenilnich zizal. Juvenilni zizaly je mozné
z pudy vybrat ruéné a spocitat, ale tento proces je ¢asové velmi narocny. Proto je pro extrakci
zizal z pady doporucend tepelna extrakce. Tepelnou extrakci je mozné provadét ponofenim
testovaci nadoby do vodni lazné o teploté (50 — 60) °C. Po pfiblizn¢ (20 — 30) min se juvenilni
zizaly objevi na povrchu pidy a je mozné je opatrné rukou odebrat spolecné s vrchni vrstvickou
pudy a spocitat. Nasledné je tfeba zkontrolovat vnitini stény nddoby a prohrabnout vrstvu pady

pod odebranym Zizalami a ptipadné nalezené Zizaly zapocitat.

Po vyhodnoceni testu je nutné viechny Zizaly vystavené testované latce usmrtit. Zizaly se usmrti
zmrazenim pii —20 °C (—80 °C).

7. Vyhodnoceni dat

Pro kazdou koncentraci zkouSeného vzorku a kontrolu se vypocte procentualni mortalita
dospélych zizal, aritmeticky primér poctu juvenilnich zizal, smerodatné odchylka (SD) a varia¢ni

koeficient (CV).

Kritéria validity:

Vysledky se povazuji za platné, pokud v kontrole plati nasledujici podminky:
1. Mortalita dospélych jedincii po ¢tvrtém tydnu by neméla v priméru piesahnout 10 %.

2. Zaptedpokladu, Ze na pocatku testu bylo zavedeno 10 dospélych jedinct na jednu nadobu, na

konci testu by mél byt primérny pocet juvenilii na jednu nddobu vyssi nebo roven 30.

3. Na konci testu by variaéni koeficient pro reproduk¢ni data nemél prevysovat 30 %.

Pokud nejsou splnény podminky validity testu, test se opakuje.
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Statistické vyhodnoceni: Pomoci statistické analyzy dat se vypocitaji ekotoxikologické parametry

je pozorovan nezadouci ucinek) a ECy. V pfipadé limitniho testu se provede statistické srovnani
testované latky s kontrolou.
Poznamky

1. Statistické vyhodnoceni se Fidi internim materialem NRL-OdMB pro hodnoceni ekotoxikologickych
dat.

2. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat (ToxRat Solutions
GmbH, Asdorf, Néemecko).

Referencni latka: Jednou rocné se zizaly testuji na referencni latku, zda laboratorni podminky

neovlivnily citlivost testovanych organismti. Doporuc¢enou referencni latkou je kyselina borita
(H3BO:s3). ECso (reprodukce) kyseliny borité by se méla pohybovat piiblizn€ v rozmezi 200 mg
a 600 mg H3BOs na kilogram suché ptdy.

8. Laboratorni chov Zizaly Eisenia andrei

Ptiprava chovného substratu: Chovny substrat tvofi smes hnoje, zahradniho substratu a raseliny

vpoméru 40 : 50 : 10. Zahradni substrat a raSelina se defaunizuji hlubokym zamraZenim
na — 80 °C nebo se nechaji 3x zmrznout pii —20 °C a pfi laboratorni teploté se nechaji opakované
rozmrznout. Chovny substrat je stabilné ovlhéen na (60 — 80) % WHC. Dostate¢nou vlhkost
substratu je moznéjednoduse zjistit tak, ze pokud se piipraveny substrat zmackne, mély by se mezi
prsty seviené ruky objevit kapicky vody. pH substratu by se melo pohybovat v rozmezi 6 az 7

a upravuje se pridavkem uhli¢itanu vépenatého.

Podminky chovu: Chovny substrat se umisti do neprithlednych plastovych naddob (objem 10 I az

50 1) spole¢né se zizalami a zakryje se filtracnim papirem nebo prodySnym vikem. Vrstva
chovného substratu by méla mit vysSku asi 20 cm. Optimalni teplota pro chov je (20 +2) °C. Kazdy
tyden se substrat provzdusni, ovlh¢i a na povrch se nanese krmna smés kravského hnoje ¢i
kukufi¢éného Srotu. Vzdy po asi 3 mésicich je nutné pfemistit Zizaly do nového substratu.
Vycerpani substratu je indikovano tim, ze se zizaly pohybuji velmi pomalu a maji zluty zadni

konec. V tomto ptipad¢ se doporucuje piesun na Cerstvy substrat a snizeni poctu zizal na nadobu.
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Pokud jsou podminky pro chov zizal vyhovujici:

1.
2.
3.
4,

Zizaly nemaji tendenci opustit chovny substrat.
Jsou viditelna rizna vyvojova stadia.
Zizaly se rychle pohybuji v celém objemu substratu.

Zizaly se neshlukuji.

Synchronizace chovu: Chov se synchronizuje odebranim dostate¢ného mnozstvi kokonii (jeden
kokon obsahuje 2 az 5 Zizal) a jejich umisténim do nového chovného substratu. Synchronizaci
je mozné provadet také premisténim dospélych jedinct s vyvinutymi opasky do nového substratu,
kde jsou ponechany pfiblizné 14 az 28 dni a nasledn¢ se pfemisti do jiné naddoby. V pivodni

nadobé pak zlstanou pouze kokony, ze kterych se ziska synchronizovana kultura.
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DODATKY

POZNAMKY KE STANOVENI CELKOVEHO DUSIKU

VSeobecné o dusiku v pudach

Odhlédne-li se od Ny, N,O a NOx v plynné fazi, je pidni dusik v ornicich z (95 — 98) %
pfitomen v organické vazbé, a to v huminovych latkach, rostlinnych zbytcich, biomase
a odumfelych organismech. Obsah organicky vazaného dusiku v mineralnich ptidach je v tzké
korelaci s organickym uhlikem a kolisd v mezich (0,02 — 0,4) %. V organickych pidach
(raselinné zeminy, hrabanka, popt. humusovy horizont lesnich piid) mlze dosdhnout 1 3 %
v susing. Predpoklada se, ze ve vétsiné ornic je (30 —70) % organického dusiku vazéano
v aminokyselindch a aminocukrech, zabudovanych do molekul huminovych latek a (1 — 7) %

pfipada na baze nukleovych kyselin.

Z normalnich kulturnich pid (pH > 5) pfijimaji vyssi rostliny anorganicky vazany dusik
pfevazné ve formé lehce rozpustnych a téz snadno vyplavitelnych dusi¢nani (NOs’) a jen
vmalé mife jako rozpu§téné, popf. vyménné ionty NH;". Tonty NH,jsou téz fixovany
v mezivrstevnich prostorach ttivrstvych jilovych mineraltl (vermiculity, illity, smektity, ale téz
strukturné ptibuzné slidy), pficemz mezi fixovanou (s), vyménnou (e) a rozpusténou (1) formou

existuje rovnovaha:
NH,'(s) & NH; (e) < NH,; ()

Rychlost uvoliiovani fixovaného NH," zavisi na obsazované poloze ve struktufe piisluiného
mineralu; z nékterych poloh se neuvolni. Na rozdil od NOs;™ mnozstvi NH, v ptdnim profilu
v podstaté koreluje s obsahem mineralnich koloidd, 1 kdyz se méni s hloubkou a béhem roku.
Ve spodnich horizontech s miniméalnim obsahem organickych slou¢enin miize fixovany NH,"

predstavovat az 25 % celkového N, v piipad¢ parahnédozemi s vysokym obsahem zejména

illitickych mineralii (29 — 66) %.

Organické a anorganické slouceniny dusiku v ptidé podléhaji neustadlym zménam, vytvaiejicim

kolobéh mobilizace (mineralizace) a imobilizace (syntézy) s fadou mezistupiit a to hlavné
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¢innosti pudnich mikroorganismi. Padni cyklus dusiku neni vaci okoli uzavien, ma vstupy
1 vystupy a to anorganickych i organickych forem. Zmény probihaji i v odebranych vzorcich
zemin béhem skladovani a suSeni, pficemz pro analytika je pfi analyze anorganickych forem
dusiku dilezita zejména nitrifikace (mineralizace organického dusiku
N— NH;" — NO, — NO;). V zijmu zachovani stavu anorganickych forem dusiku
v okamziku odbéru musi byt vzorek zpracovan a analyzovan pii dodrzeni zvlaStnich opatieni
(rychly transport do laboratofe, chlazeni, konzervace atd.). Podrobnéji o kolobehu dusiku

v pudach a prilehlych geosférach v citované literatute.
Principy a metody stanoveni celkového N v zeminach

Pro stanoveni vSech forem dusiku jednim procesem bez ptedchozi separace nebo frakcionace
pfipadaji v uvahu dvé principidlné odliSné metody. StarSi metoda podle Dumase oxidaci
za sucha s klasickym gazometrickym stanovenim vzniklého N je v souCasné dobé€ jiz plné

automatizovana a hojné vyuzivéana.

V praxi se prosadily cetné modifikace Kjeldahlovy metody mineralizace za mokra
koncentrovanou kyselinou sirovou s riznymi piisadami. Pfi ni se organické slouceniny dusiku
oxiduji na NH4" (CO,, H,0), ktery se pak spolu s NH," piitomnym jiz ve vzorku vydestiluje
z alkalického prostredi jako NH3 do urcitého objemu odmérného roztoku kyseliny sirové nebo
do dostatecného prebytku roztoku kyseliny borité. Zde se pak stanovi neutraliza¢ni titraci, a to
v ptipad¢ destilace do odmérného roztoku kyseliny titraci jejiho nespotifebovaného nadbytku

odmérnym roztokem zéasady, v piipad¢ destilace do roztoku H;BOs piimou titraci odmérnym

roztokem kyseliny. NH," Ize rovnéZz stanovit iontové selektivni elektrodou. Pfi mineralizaci
se ke vzorku pfidavaji jednak soli ke zvySeni bodu varu mineralizatu, jednak katalyzatory

k urychleni oxidace.

Stanoveni celkového dusiku podle Kjeldahla — obecné poznamky Volba vhodné varianty

mineralizace

Kjeldahlovu rozkladu tvrdosijné vzdoruji dusikaté heterocyklické slouceniny, latky s vazbami
N-N N-O (napf. azolatky, nitroso- a nitro- sloueniny, di- a tri- aziny) a dale dusitany

a dusi¢nany, které¢ vytékaji. Uvedené organické latky jsou v piidach pfitomny pouze v mizivych
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mnozstvich a zanedbani jejich uplného rozkladu se na vysledku prakticky neprojevi. Do jisté
miry to plati i o dusitanech, které ptredstavuji pouze meziprodukt pfi nitrifikaci. Obsah dusi¢nana
je vetsSinou velmi nizky v obdobi vegetacniho klidu po sklizni az do ptedjaii. V obdobi zvySené
nitrifikace organickych latek a NH4 nebo brzy po hnojeni hnojivy s obsahem dusi¢nanii
a kone¢né 1 v zahradnich piidach vSak jiz pfi bézném rozkladu dochédzi ke znatelnym ztratdm
zpusobujicim, ze vysledky stanoveni celkového dusiku jsou statisticky vyznamné niz§i nez
skutecné hodnoty piesto, Ze jisty podil NO3™ se pii normalnim Kjeldahlové rozkladu redukuje

latkami pfitomnymi v zeming.

Jako predbéznd operace, kterd bchem kyselé mineralizace zabrani vytékani dusi¢nant,

se nejcastéji pouziva pridavek fenolu nebo kyseliny salicylové (obecné¢ aromatické CO— latky)
do kyseliny sirové. Pii tom se NOs; ~ vaze nitraci jadra (pfednostné¢ do p- polohy)
a NO,- skupina se v druhém kroku redukuje nascentnim vodikem (pfidavkem Zn, Jodlbauer)
nebo thiosiranem (Forster) na NH»- skupinu, kterd jiz je mineralizovatelna. Jinou moZnosti
je zplusob podle Bremnera a Shawa, pfi kterém se nejprve v kyselém prostiedi zoxiduje NO,
na NO3™ manganistanem a NO;™ se nasledné redukuje nascentnim vodikem (praskovym zelezem)

na NH4+.

Fixovany NH; se jednoduchou mineralizaci podle Kjeldahla stanovi tehdy, pokud jeho
mnozstvi nepiekroci 25 % celkového obsahu dusiku, coz plati pro vSechny vzorky z humusového
a pro vetsinu vzorka ze spodnich horizontii. V piipadé parahnédozemi je vSak podil fixovaného
NH," vys§i (az 66 %) a ke stanoveni celkového dusiku se musi zvolit rozklad, ktery
je schopny rozrusit silikdtovou krystalovou mfizku jilovych materidlti. Proto se tyto vzorky
obvykle pied vlastni mineralizaci zpracovavaji smési HCl + HF, aby se uvolnény NH," zahrnul

do celkového dusiku.
Obecné pokyny pro mineralizaci podle Kjeldahla

K rozboru se bézné pouziva zhomogenizovand jemnozem I (< 2 mm) v rovnovazném stavu
se vzdusnou vlhkosti. K zajisténi vyhovujici opakovatelnosti a reprodukovatelnosti u obsahi

dusiku do 0,5 % ma byt vzorek upraven na maximalni velikost zrna 0,5 mm, v rozsahu

225



“ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav zem&délsky Strana 276
UkzU E\ Narthll referencni lflborator
Jednotné pracovni postupy — Vydin A
Analyza pud III
Dodatky — Poznamky ke stanoveni celkového Revize 0
dusiku

(0,5- 1,0) % dusiku na 0,25 mm a nad 1 % dusiku na 0,15 mm. S pfechodem na mensi
navazky pfi semimikrometodach se pro obsahy dusiku do 1 % musi vzorek upravit alesponi
na 0,15 mm, pro vyssi obsahy na 0,10 mm. Optimalni mnozstvi celkového N v navézce

pii makrometodé je asi (10 — 20) mg, pti semimikrometod¢ asi 1 mg.

K analyze se mohou navazovat i pfirozené vlhké vzorky, zejména hrozi-li ztraty dusiku
béhem suSeni, napf. Unikem NHj;. K tomu jsou nachylné vzorky z plid hnojenych kratce
pred odbérem statkovymi hnojivy nebo mineralnimi hnojivy s obsahem NH,'". Kvili obtizné
homogenizovatelnosti takovychto vzorkt se vSak i pti vy$sich navazkach zhorSuje opakovatelnost

a reprodukovatelnost vysledkii.

4

zavisla predevS§im na mnozstvi pfitomnych soli. ZvySeni bodu varu lze dosdhnout pifidavkem
K»SO4 nebo Na,SO,, pficemz sodna sul je méné¢ vyhodnd mj. nizsi rozpustnosti a zvySenym
vystfikovdnim v pribéhu rozkladu. Optimalni mnozstvi siranu draseln¢ho je (0,6 — 0,7) g
na 1 ml H,SO4 Vys8i davky sice zvySuji teplotu a zkracuji proces, takze casto neni nutny
pfidavek  katalyzatoru, ale zpusobuji  ztuhnuti  mineralizdtu po  vychladnuti.
V semimikroprovedeni se davka K,SO4 snizuje na (0,2 — 0,3) g na 1 ml H,SO4, ¢imZ se ovSem
prodluzuje doba rozkladu. Pti pfekroceni teploty asi 400 °C (> 1,3 g K,SO4na 1 ml H>SOy) jiz
dochéazi ke znatelnym ztratdm dusiku a ke zkraceni mineralizace je tedy vyhodnéjsi pouZit
katalyzator. V ptipad€ siranu sodného se kvili niz8i rozpustnosti pouZzivaji davky (0,2 —0,4) g

na 1 ml H,SO, a ptesto je mineralizat po vychladnuti Casto ztuhly.

Nejucinngjsi katalyzator oxidace — kovova rtut’ nebo jeji slouceniny — se v soucasnosti s ohledem
na zivotni prostiedi jiz bézné€ nepouziva, 1 kdyz nezplsobuje ztraty dusiku. U vzorkd zemin
je nejrozsitenéjsi pouziti smési praskového selenu a CuSO4.5H,0 v rizném vzijemném pomeéru.
Napf. ptvodni Wieningerova smés obsahuje vedle K,SO4 1,5 % CuSO4 (bezv.) a 2,0 % Se,
v UKZUZ je obvykly pomér (Se : CuSO, . 5 H,0) = (1 : 10).

Selen umoziiuje relativné rychlé odbarveni resp. vyjasnéni a vyc€ifeni mineralizatu, avSak bez
zaruky uplného rozkladu vSech sloucenin dusiku v tomto okamziku. V zahiivani se proto
musi jest¢ né¢jakou dobu pokracovat. Selen zplisobuje ztraty dusiku pouze ve vétSim mnozstvi.
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Mohou vsak vzniknout pii delSim zahfivani, zejména zahtiva-li se sténa mineralizani banky

nad hladinou kyseliny.

Casto se pouzivaji katalyzatory bez rtuti a selenu, napt. smés Missouri (K2SO4 s 0,3 % bezv.
CuSOy4 ) nebo katalyzator s TiO, v anatasové modifikaci (K,SO4 s 2,8 % TiO; a 1,8 % bezv.
CuSOy4) popt. ZrO,. Doba mineralizace s TiO; se prodluZzuje az dvojnasobné a se smési

Missouri nékdy az trojnasobné oproti pouZiti smési Se + CuSOy.

Davkovani usnadiiuji komeréné vyrabéné tablety (napt. Merck — Kjeltab) rGzného sloZeni
o standardni hmotnosti 5 g. Nevyhodou je obecné odchylné sloZeni, vhodné spiSe pro biologické

materidly a pomérné vysoka cena.

Kyselina sirovad musi byt prosta sloucenin dusiku a ma mit hustotu p = (1,830 — 1,840) g/cm3.
Orientacné 1ze odhadnout spotfebu kyseliny sirové na rozklad, resp. oxidaci vzdy 1 g jednotlivych
slozek v zeminé¢ takto: C 10,0 ml, organické latky primérné 5,8 ml, AI203 1,63 ml,
Fe203 1,04 ml, CaCO3 0,55 ml, jil 0,6 ml. Kyselina se rovnéZ spotiebuje na pfemeénu siranu
draselného nebo sodného na hydrogensiran, a to asi 3 ml na 10 g K2SO4. V zavislosti
na konkrétnich podminkach mineralizace, jako je napf. objem baiiky nebo teplota a intenzita
odsavani dochazi téz ke ztratam kyseliny odpafovanim a kone¢né je tfeba zajistit jeji optimalni
piebytek na konci rozkladu kvili dosaZeni Zadouci teploty. Nizsi vysledek mize byt zpisoben jak
velkym nadbytkem, tak nedostatkem kyseliny. Optimalni davky kyseliny vzhledem
k doporucenym navazkam vzorkli jsou uvedeny u jednotlivych pracovnich postupii. Pii pouziti

vétsich navazek se davky kyseliny museji pfimétene zvysit.
K rozkladu v makroméftitku se obvykle pouzivaji rozkladné tuby a mineralizacni bloky.
Zahrivani

Pocate¢ni faze zahtivani pti Kjeldahlové mineralizaci je zpravidla spojena se silnym pénénim
mineralizatu (inik oxidu uhli¢itého a vody), ktery mtize i pretéci z hrdla banky. Proto se zpocatku
musi zahtivat velmi opatrn¢ nebo dokonce zahtivani prerusit. Tvorbu pény ponckud omezuji
odpénovace, napt. parafin nebo latky snizujici povrchové napéti (oktanol), které nesmeji

obsahovat dusik. Aby tato faze probé&hla beze ztrat, napoméha téz volba vhodného objemu
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banky, napt. pfi navazkach 5 g nebo pii vysokém obsahu humusu 1 g zeminy do 500ml
banky, 1 kdyZ dochazi k ponékud vétSimu odpatfovani kyseliny. V pocateCnich fazich
mineralizace je vhodné podle moznosti baitkkou obcas michat. Doporucuje se rovnéz, aby
banky pfi zahtivani byly v §ikmé poloze, asi (30 — 45)° od svislice. Po uklidnéni se mé zahtivani
fidit tak, aby kyselina kondenzovala asi ve dvou tfetindch délky hrdla, ¢imz se zaroven

pii obasném pootoceni baiiky podle osy splachuji zbytky vzorku do baiiky.

Pti zahfivani stény baiky, kterd neni ve styku s mineralizitem, mize dojit ke zfetelnym
ztratdm dusiku. Lze tomu zabranit napf. azbestovou deskou s otvorem ponc¢kud menSim, nez
je prumér hladiny kapaliny v baiice. U vzorkli zemin zpravidla nikdy nedojde k Gplnému vy¢ifeni
mineralizatu (nerozpustny zbytek, pisek). Odbarveni, resp. ustaleni svétlého zbarveni mineralizatu
nemusi znamenat konec mineralizace, zejména pii pouZiti selenu. Zahfivani se proto musi

prodlouzit asi o (30 — 45) min.

Mineralizaéni zatizeni jakékoliv konstrukce s plynovym nebo elektrickym topenim musi zajistit
teplotu mineralizatu alespont 360 °C a zaroven zabranit piekroceni teploty 400 °C, pii které jiz
dochazi ke ztratdm dusiku. Naopak, zejména pfi chladnuti mineralizatu, miZe dojit k absorpci

plynného NH3 z laboratorni atmosféry a ovlivnéni vysledkd.
Destilace amoniaku

Rozmanité aparatury, ur¢ené k destilacni separaci NH; z mineralizatu, jsou v podstaté dvojiho
druhu: bud’ umoziuji destilaci pfimo z mineraliza¢ni batiky, nebo vyZaduji pfevedeni celého

objemu popt. alikvotni ¢asti kyselého roztoku do destila¢ni nadoby.

NH; se mlzZe piredestilovat bud’ pfimym zahtivanim nebo destilaci vodni péarou. K destilaci

NHj; je ptipustny kazdy pfistroj, pokud:

—_—

zajisti kondenzaci pary pii jimani v piedloze,

2. zamezi ztratam NH; do ovzdusi,

(V8]

zajisti uplné predestilovani NHj,

»

u¢innym lapacem kapek zamezi strhavani kapének alkalického roztoku do destilatu.

K vytésiovani amoniaku se obvykle pouZiva roztok hydroxidu sodného (bez COs™) o hustoté
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p = 1,330 g/em’ (piiblizng 30 %, w/w). Z toho vyplyvé, Ze na kazdy 1 ml H,SO, zbyvajici
v mineralizadtu resp. obsazeny v alikvotnim podilu pouzitém pro destilaci, je nutno ptidat
nejméné 3,7 ml NaOH (2 ml na kazdy 1 g kyseliny). Mineralizdt se musi pfed pfidanim
NaOH zfedit vodou, aby se pfedeslo vylouc¢eni Na,SO4 z pfesyceného roztoku. Reakéni smés
se pii neutralizaci siln€ zahtivd, coz u nékterych typi piistroji mize vést ke ztraitdm NHs,
vystiikovani alkalické kapaliny popf. k poskozeni aparatury, a proto se roztok hydroxidu

sodného musi pfidavat opatrné.

Vlastni destilace probiha v souladu s provoznimi podminkami p¥isluiné aparatury. Uspéch této
operace spociva jednak v Uplném piedestilovani NHj, jednak v zamezeni pfenosu alkalického
roztoku do destilatu. Uplnost resp. konec destilace NHj se nejlépe zjisti titraci pii destilaci
(viz nize). Ostatni zpisoby, pii kterych se sleduje objem destilacniho zbytku nebo destilatu,
popt. doba destilace, museji byt vzdy ovéfeny zkouSenim vhodného RM (referenc¢niho
materialu) za stejnych podminek. U vzorka zemin pfi pfimé destilaci zpiisobuje pfitomny pisek
nepravidelny var, ktery lze nejlépe zklidnit pérovitymi varnymi kaménky (neobsahujicimi

NH;3).
Titrace

Destilat lze titrovat pifi destilaci NH3; nebo po ni, je-li v ptedloze roztok kyseliny borité
(10 ml — 20 ml, 40 g H3BOs/l). Vyhodou titrace pii destilaci je moznost sledovani uplného
predestilovani NHjza pii slepém pokusu moznost ovéfeni strhavani alkalickych kapének

z destila¢ni nadoby.

Starsi literatura davé jako spravnéjsi prednost destilaci do odmérného roztoku silné kyseliny
(H2SO4 nebo HCI), avsak novéjsi povazuje zptsob destilace do roztoku H;BO; za rovnocenny.
Jednim z predpokladl této rovnocennosti je, ze teplota destilatu v piipadé H3;BOj; nepiekroci
25 °C, zatimco pii pouziti destilace do odmérného roztoku silné kyseliny nemusi byt chlazeni
destilatu tak intenzivni. To je vyhodné zejména pfi destilaci vodni parou. Latkova koncentrace
a objem odmérného roztoku kyseliny v piedloze je zpravidla predepsand v piislusném pracovnim
postupu.

K indikaci konce titrace l1ze obecné pouzit jakykoliv postup, poskytujici pfi analyzach materiala
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se zndmym obsahem dusiku spravné vysledky, tedy napt. potenciometrii. Obvykle se vSak
pouziva vhodny indikator. Vedle bromkresolové zelené, methyl¢ervené nebo jinych, nejcastéji
smésny indikator podle Tashira, obsahujici methylcervenn a methylenovou modi v poméru
(2 : 1) s barevnym prechodem z Cervenofialové pies Sedou (pH = 5,4 ) do zelené. Pti vizualni
indikaci musi mit titrovany roztok laboratorni teplotu, resp. pod 25 °C, protoze pii vyssi teploté
dochézi k posunu barevného piechodu indikatoru s azoskupinou a tim k chybam pfi titraci.
Zejména pii  semimikrostanoveni se rovnéz doporucuje smés bromkresolové zelené
a methyléervené¢ v poméru (3 : 2) s barevnym piechodem z vinové Ccervené pies Sedou

(pH = 5,1) do zelené.
Zkousky

Slepou zkouskou, ktera zahrnuje vSechny operace postupu, se provétuje kvalita ¢inidel. Vykonava
se bez nahrady zkuSebniho vzorku organickou latkou neobsahujici dusik, nebo lépe
s ekvivalentnim mnoZstvim napf. sachardzy, protoZe se tim zredukuji nitro- nebo nitrosylové
skupiny pfipadné pfitomné v Cinidlech. Ziskany vysledek slepé zkouSky se ma blizit nule,
zhruba v rozpéti jedné kapky pfislusSného odmérného roztoku. Pii vétsi odchylce (asi
do 0,3 ml odmérného roztoku) se tato odecitd od zjiSténé spotfeby na vzorek jako korekce.
Jesté vetsi odchylky vyZaduji ovéfeni Cistoty jednotlivych chemikalii dil¢imi zkouskami nebo

zjiSténi, zda v aparatute nedochézi ke strhavani alkalickych kapének destilatu.

Funkce destilacniho pfistroje se ptezkouSi navazkou vhodného mnozstvi siranu amonného
nebo odméfenim jeho roztoku o znamé koncentraci do destilacni baiiky. Po alkalizaci se destiluje.

Nizky vysledek miize byt zpiisoben netésnosti ptistroje nebo neliplnym piedestilovanim NHs.

Zkouska celého postupu vcetné mineralizace se provede opét se zndmym mnozstvim siranu
amonného. Neni-li chyba v destilaci, miZe byt nizsi vysledek zplisoben ztratami pii predchozich

operacich (vystiiknutim, vytékanim sloucenin dusiku apod.).

K provéfeni celého procesu s pozadim vedlejSich slozek pifitomnych ve vzorcich
je nejvhodnéjsi spolehlivy referenéni materidl (RM) zeminy bud’ certifikovany nebo alespon
interné ovéreny kruhovymi testy. Pouzivani Cistych organickych latek jako RM je pro dany tcel
malo vhodné. V laboratoii by tedy mély byt k dispozici alespoit 3 rtizné RM zemin, liSici
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dusiku

se obsahem humusu (a tedy i Nj), texturou (zrnitosti) a pudnim typem (a tedy kvalitou
humusu). Jestlize se slepy pokus obecné ma provadeét nejméné jednou (2 paralelni zkousky),
pii ptipravé kteréhokoliv nového Cinidla, kontrolni zkouska s RM ma byt zafazena do kazdé
série. Pfi stanoveni dusiku Kjeldahlovou metodou se pracuje s pomérné malymi kvanty NHj.
Kazd4 kontaminace skladovanych vzorkl a referen¢nich materidli (zemin) plynnym ¢pavkem
popi. jeho absorpce do kyselych analytickych roztokii muaze vést ke zkresleni vysledki.

Jednou z nutnych podminek spravnosti vysledkl stanoveni celkového dusiku je tedy skladovani

vzorkl a provadéni analyz v atmosféfe bez NHj3.
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POUZITE ZKRATKY

AAS — atomova absorp¢ni spektrofotometrie

AES (FAES) — atomova (plamenova) emisni spektrofotometrie (plamenova fotometrie)
AU — absorban¢ni jednotka

BR — bazélni respirace

DIN —normy SRN

ECx — 6¢inna koncentrace, pii které se objevi x% inhibi¢ni ucinek

EDTA (Chelaton III, Komplexon III, Titriplex III) — kyselina etylendiamintetraoctova (vétSinou
jeji dvojsodna stl)

EPA — Environmental Protection Agency, agentura pro zivotni prostiedi (USA)
FAAS — plamenova atomova absorp¢ni spektrofotometrie

FIA — analyza v nesegmentovaném toku (flow injection analysis)

FTIR — infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

GC-MS — plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem

IC — iontova chromatografie

ICP-AES (ekvivalenty OES-ICP, misto ICP né¢kdy ICAP) — atomova emisni spektrometrie
v indukéné€ vazaném plazmatu

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
IR — infracervena spektroskopie

ISE — iontové selektivni elektroda

ISO — International Standard Organization

JPP — jednotné pracovni postupy

LOEC — nejnizsi koncentrace, pfi které je pozorovan nezadouci efekt

MPZ UKZUZ — mezilaboratorni porovnavaci zkousky pro analytické laboratofe, které poiada
UKZUZ

NIRS — blizkéd infraervena spektroskopie
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NMR — nuklearné magnetické rezonance

NOEC - koncentrace, pfi které neni pozorovan nezddouci efekt, zkuSebni koncentrace tésné
pod LOEC

OM - organicka hmota

SFA — analyza v segmentovaném toku (segmented flow analysis)

SIR — substratem indukovana respirace

SOM — ptdni organicka hmota

SNA — kratkodoba nitrifika¢ni aktivita

UV-VIS spektrofotometrie — spektrofotometrie ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti spektra

v/w — objemova jednotka vztazend na hmotnostni jednotku (obdobné oznaceni i v jinych
kombinacich)

WHC — maximalni vodni kapacita
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UKZUZ vydal v letech 2016 a 2019 prvni a druhy dil pFiru¢ky Analyza pad

. v
USTREDNI KONTROLNI A ZKUSEBNI USTAV ZEMEDELSKY USTREDNI KONTROLNI A ZKUSEBNI USTAV ZEMEDELSKY
NARODNI REFERENCNI LABORATOR NARODNI REFERENCNI LABORATOR

ANALYZA PUD | ANALYZA PUD II

JEDNOTNE PRACOVNI POSTUPY JEDNOTNE PRACOVNI POSTUPY

Vydané jednotné pracovni postupy je mozno zakoupit v UKZUZ. Objednavat lze e-mailem
na adrese

miroslava.berankova@ukzuz.cz
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