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1 Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro zjistovani slozek Zivoc¢isného ptivodu definovanych jako
vyrobky ze zpracovani tél a casti tél savcl, dribeze a ryb vkrmivech a vychazi
z EN 152/20009, ptiloha VI.

Metoda je pouzitelna pro vSechny obsahy (od 0,1 % kontaminace) ZivociSnych tkani ve vSech
druzich krmiv. Touto metodou Ize rozliSit pfitomnost tkani suchozemskych zivocicht
a tkéni ryb. Podle druhu slozek Zivoc¢isného piivodu je mozné v krmivech prokéazat i velmi
mald mnozstvi (< 0,1 %), kterd jsou i pod limitem detekce pro tuto metodu v Evropském

Nartizeni (EN) 152/2009, piiloha VI.
Poznamky

1. Vzhledem k tomu, zZe se jedna o znacne subjektivni metodu, jejiz vysledek zdavisi pouze
na hodnoceni experta, je pro spolehlivé zacviceni nového pracovnika nutné zvolit velmi
zasadni osobnostni i védomostni kritéria, ktera ma spliiovat. Budouci expert ma mit
biologické vzdelani a zkuSenosti v oblasti svételné mikroskopie. Ma byt cilevédomy,
disciplinovany, a to hlavné pro neustdilou nutnost tréninkii i po zacviceni (Fumiere a kol.,
2009). Sebekazen a pravidelna rutinni prdce se svetelnym mikroskopem i po uspésnem
zacvicen je dillezitym predpokladem. Zacviceny expert se ma vénovat nahledim referencniho
materialu laboratore minimalné 2 x tydné, alespon (3 —4) h, (van Raamsdonk a kol., 2007).
Pokud se tato zdsada nedodrzi, miize pracovnik jiz po mésici zacit ztrdacet schopnost
rozpozndvat komponenty Zzivocisnych proteinii. V nasledném prezkouseni nebo kruhovém
testu laborator nemiize, vzhledem k subjektivité hodnoceni, uspet (Jorgensén 2008).
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2 Princip

K identifikaci se pouziva reprezentativni vzorek odebrany v souladu s ustanovenimi smérnice
Komise 76/371/EHS ze dne 1. bfezna 1976, kterou se stanovi metody odbéru vzorki. Slozky
zivoc¢iSného plivodu se identifikuji na zdklad€ charakteristickych, mikroskopicky
rozeznatelnych znakt (tj. svalovych vldken a jinych masitych castic, chrupavek, kosti, roht,
chlupti, $tétin, krve, pefi, vajeCnych skotdpek, rybich kosti, Supin). Identifikace musi byt

provedena jak v prosévané frakci, tak v koncentrovaném sedimentu vzorku.

Pro usnadnéni identifikace typu a ptivodu tkani se vyuzivaji mikroskopické barviva a Cinidla.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikdlie analytické Ccistoty, pokud neni uvedeno jinak, voda Ccista

(deionizovand, demineralizovand nebo destilovana).

Barviva pro detekci srsti a peri

1 Jod - jodid draselny (roztok jodu v jodidu draselném, roziedény v 70% etanolu).
2 Cystinové ¢inidlo (2 g octanu olovnatého, 10 g NaOH/100 ml H,0).

Barviva pro detekci kostnich fragmenti, Supin

3 Alizarinova Cerven (200 mg ve 100 ml vody s 2,5 ml 1M HCI).
Opticka ¢inidla

4 Imersni olej pro mikroskopii (vyrobce: Olympus a.s.).

5 Glycerol, 96%.

Bélici ¢inidla

6 Chlornan sodny, 9,6 % aktivniho chloru.
Sedimentacni ¢inidla

7 Tetrachlorethylen, p = 1,62 g/cm’.

Proplachovaci ¢inidla

8 Aceton.
9 Etanol 96%, denaturovany hexanem
Voda.



4 Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy s ptesnosti na 0,001 g.

2 Tteci miska s tlouckem.

3 Sada sit s velikosti ok max. 0,5 mm.

4 Kuzelova délici nalevka se zatkou a vypoustécim kohoutem o objemu 500 m.
5 Stereomikroskop, zvétSeni az 100 % (napf. Arsenal, s r.0.).

6 Svételny mikroskop, zvétseni (100 — 1000) X s polarizaci (napt. Olympus a.s.).
7 Ttepacka.

5 Postup zkousSky - Stanoveni Zivo€iSnych tkani

5.1 Uprava vzorku

K posuzovani vzorku je nutnd uprava struktury vzorku mechanickym mélnénim — v tieci
misce nebo pomoci mlynku. Takto upraveny vzorek se dale pomoci sita s oky o max. velikosti

0,5 mm rozd¢li na 2 Casti — hrubsi frakci A a jemnéjsi frakei B.

Stanoveni zivociSnych tkani ve vzorcich se provadi ve dvou etapach.

5.2 Posouzeni frakci rychlym nahledem
5.2.1 Posouzeni frakce A pod stereomikroskopem

Pod stereomikroskopem se posuzuje nejprve neobarvena frakce A s hrubSimi Césticemi.
V dal$im kroku se material obarvi cystinovym ¢inidlem nebo jod-jodidem draselnym. Barviva
usnadiiuji  detekci srsti a pefi (barvi se tmavohnédé¢ az cCern¢). Nalezené tkané
se prenesou pomoci pinzety na podlozni sklicko a ptfesné se identifikuji pod svételnym

mikroskopem pii minimélné¢ 200nasobném zvétSeni.



5.2.2  Posouzeni frakce B pod optickym mikroskopem

Frakce B se rozdéli na 2 casti. Prvni se pouzije k pfimému posouzeni pod svételnym

mikroskopem, druhd ¢ast (min. 5 g) se pouzije k sedimentaci.

Prvni Cast frakce B — reprezentativni Cast — se prenese na podlozni sklicko s kapkou
parafinového nebo glycerinového oleje a pfimo se posuzuje pod svételnym mikroskopem

pfi nejméné 200nasobném zvétSeni (nativni preparat).

5.3 Sedimentace vzorku

5.3.1 Navazka vzorku na sedimentaci

Pro sedimentaci se na analytickych vahach navazuje vzorek o hmotnosti nejméné 5 g

(optimaln¢ 10,00 g), s piesnosti na 0,01 g.

5.3.2 Sedimentace

Do uzaviené¢ sedimentatni nadoby se kvantitativné pievede navazeny vzorek, piida
se nejméné 50 ml tetrachlorethylenu (7), dobie se protiepe a nechd sedimentovat nejméné
3 min. Poté se sediment odd¢li do Cisté nddobky prepoustécim kohoutem a nésledné ususi.
Pro lepsi a rychlejsi suseni sedimentu je mozné jej zachytit na pfedem zvazeny filtracni papir

a po nasledném ususeni se ziskd hmotnost sedimentu rozdilem obou hmotnosti.

Z horni frakce sedimentacni nddoby se opétovné odebere reprezentativni vzorek, ususi

a posuzuje pod svételnym mikroskopem pti nejméne 200nasobném zvétSeni.

5.3.3 SuSeni sedimentu

Sediment se susi v proudu vzduchu v digestofi do konstantni hmotnosti materidlu. Délka

suSeni zavisi na hmotnosti sedimentu.

5.3.4 VaZeni sedimentu

Po usuSeni se sediment zvazi s piesnosti na 0,01 g. Po zvdZeni se sediment rozdéli na 2 ¢asti.
Jedna se posoudi pod stereomikroskopem a svételnym mikroskopem nejméné

pii 200nasobném zvétSeni, druha Cast je uréena pro barveni.



5.3.5 Barveni sedimentu

UsusSeny sediment se 2 X proplachne v nejméné 5 ml etanolu (9) za pouziti tfepacky.
Po usazeni (asi po 1 min) se opatrn¢ slije a poté se na 10 min pfidd nc¢kolik ml (podle
mnozstvi sedimentu) nefedéné¢ho chlornanu sodného (6). Poté se jeste ptida asi 10 ml vody
a necha se sedimentovat (2 — 3) min. Voda se suspenzi se slije a opét se ptida 10 ml vody,
protiepe se na tfepacce, nechd se usadit a slije se. Tento postup se opakuje 2 x az 3X.
Po poslednim proplachnuti se ptidd nékolik kapek alizarinové cCervené (3) a neché
se pusobit n€kolik s. Obarveny sediment se proplachne 2 x asi 5 ml alkoholu (9) a nasledné

1 x 5 ml acetonu (8). Proplachuje se pomoci tiepacky. Poté se obarveny sediment ususi.

5.3.6  Posouzeni sedimentu pod optickym mikroskopem

Obarveny sediment se posuzuje pod svételnym mikroskopem nejméné pii 200ndsobném

zvetSeni

5.4 Vlastni urceni kontaminace Zivo¢iSnymi proteiny pomoci

mikroskopu a s vyuZitim minimalné 200 nasobného zvétSeni

Fotografickou dokumentaci pofidila Ing. Michaela Razkova, Ph.D pro ucely prezentaci.
Dokumentace byla shroméazdéna v letech 2009 a 2010 z referen¢niho materidlu pracovisté

pro detekci Zivoé¢isnych proteint UKZUZ, NRL RO Praha.

Nativni preparat
V nativnim preparatu je mozné nalézt jak komponenty zryb, tak komponenty souhrnné

O ce

nazyvané ,,ze suchozemskych zivoCichi“ (obr. 1 — 9). Zakladnim principem pfiipravy
nativniho preparatu se ziska piehled, zda se v krmivech, ptipadné surovinéach, pro které plati
v soucasné dob¢ Uplny zékaz pfitomnosti Zivocisnych proteint, nevyskytuji naptiklad svalova
vlakna, pefi, srst, kosti, vaje¢né skotdpky, ale i krvinky a podobné komponenty. Vzhledem
k nulové toleranci kontaminace se klade velky dlraz na procvi¢ovani. Zaskoleny pracovnik
musi bezpecné rozpoznat svalové vldkno v krmivu. Svalova vldkna jako takova jsou
identifikovatelnd jiz v malych koncentracich kontaminace krmiva. ZkuSeny pracovnik je

schopen rozeznat svalova vlakna ve vzorcich krmiv, kde se kontaminace Zivo¢iSnymi proteiny

pohybuje kolem 1% (Fumiere a kol. 2009, Veys 2007).



Obr. 1. Nativni preparat bez kontaminace ZivoCiSnymi proteiny pri 200nisobném
zvétSeni.

Obr. 2. Preparat bez kontaminace Zivo¢iSnymi proteiny polarizovany pii 200nasobném
zvétSeni.




Svalova vlakna v nativnim preparatu

Svalova vlékna jsou velmi dobfe identifikovatelnd (obr. 3 — 6). Proti okolnim ¢asteckam maji
svalové snopce a snopecky velmi hladky povrch a pfi vétSich zvétSenich (400ndsobném
a veétsim) jsou vidét i jednotliva vldkna snopeckt. Jsou prakticky nezaménitelnd a i malo
zkuSeny pracovnik je dokéaze identifikovat jiz v prvnich dnech tréninku. Pti nalezu svalového
vlakna vSak neni mozné urcit, zda jde o sval pochazejici z ryb nebo suchozemskych zivocichia

(Jorgensen 2008).

Obr. 3. Svalové vlikno hladké v nativnim preparatu pii 400 nasobném zvétSeni.




Obr. 4. Svalova vlakna hladka p¥i 200 nasobném zvétSeni.

Obr. 5. Svalové vlakno pri¢né pruhované pii 400nasobném zvétSeni.




Obr. 6. Svalové vlakno pri¢né pruhované pii 200nasobném zvétSeni.

Kosti v nativnim preparatu

Na rozdil od svalovych vldken jsou kosti v nativnim preparatu (obr. 7 — 9) snadno
zaménitelné napt. za mineraly. Moznost zmylit se pfi identifikaci kosti v nativnim preparatu
s mineraly zpusobuje jejich obdobna lamavost a tvarova podobnost. V tomto ptipadé¢ miize
pomoci polarizované svétlo, které umozni kost spolehlivéji identifikovat (van Raamsdonk
a kol. 2007, Veys 2008). V polarizovaném svétle mineraly svétle opaleskuji nebo se duhove
zbarvuji (obr. 2), kdezto zivocisné fragmenty tmavnou a v zorném poli se az ztraceji.
Nicméné pfi nejistém nalezu je tfeba vzorek sedimentovat a poté piipravit preparat
ze sedimentu. Sediment je mozné také obarvit, coz celkem spolehlivé usnadni rozpoznéani
kostnich fragmentt (barvi se ¢ervené). U kostnich ulomkl Ize pomérné jednoduse rozlisit
kosti ryb od kosti suchozemskych zivocicht, a to pomoci lakun, které jsou u rybich kosti
protahlé a rozbihaji se vlase¢nicovité (2), kdezto u kosti suchozemskych zivocichi jsou
lakuny kruhovité nebo ovalné (1) a podle jejich hustoty a umisténi lze i urcit, zda jde o kostni

fragment ptaci nebo sav¢i.
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Obr. 7. Kostni fragment sav¢i v nativnim preparatu pri 400nasobném zvétSen
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Obr. 9. Kostni fragment ryby v nativnim preparatu pri 200nasobném zvétSeni.

Preparat ze sedimentu

Identifikace slozek zivoc¢isného plivodu u krmiv v sedimentu je zjednoduSena jak moznosti
sediment obarvit alizarinovou Cerveni, tak koncentraci t¢zké frakce, kde jsou piitomné kosti,
chrupavky a Supiny, z nezivocisnych slozek to byvaji pfedev§im minerdly (Paradies-Severin
2008). Ze sedimentu je tedy mozné pomérné jasné a presné zjistit, o jakou konkrétni
kontaminaci se jedna. Fragmenty kosti po obarveni alizarinovou ¢erveni jsou Cervené a jejich
identifikace je tak usnadnéna (obr. 10 az 14). AvSak jen znacné zkuSeny pracovnik muze
urcit, zda se jednd o pfitomnost sav¢ich, driibezich ¢i rybich kostnich fragmenti podle
umisténi a rozlozeni kostnich lakun (Fumiere a kol. 2009). Kostni fragmenty je mozné
identifikovat u vzorkd, ve kterych kontaminace Zivo¢iSnymi proteiny ¢ini nejméné 0,1 %
(Reaney 2008, von Holst a kol. 2006). Je to samotna mezni hodnota identifikovatelnosti
pro popsanou metodu a je nutné, aby Skolitel velmi dbal na peclivost a sebekdzenn nového
pracovnika. Zasadni je rozpoznani kosti suchozemskych zivocichii od rybich kosti

a neni mozné, aby se budouci expert v tomto ohledu mylil.
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Popis fotografii ze sedimentu

Lakuny u rybich kostnich fragmentil jsou vlasecnicovité rozvétvené a protahlé (2), mohou mit
také dutinku (obr. 9). Kostni fragmenty ptac¢i a sav¢éi se lisSi mnozstvim lakun a jejich
uspotradanim, jak je patrné na predchozich fotografiich (obr. 10 az 14). Ptaci kostni fragment
v porovnani se savéim ma vétsi pocet drobnéjSich kruhovitych (1) lakun (Veys a Baeten

2007).

Obr. 10. Drubezi (ptaci) kostni fragment v preparatu z obarveného sedimentu pri 200nasobném
zvétseni.
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Obr. 11. Savéi kostni fragment v preparatu zobarveného sedimentu pii 400nasobném
zvétSeni M

Obr. 12. Savdi kostni fragment v preparatu z obarveného sedimentu pii 200nasobném zvétSeni

/s




Obr. 13. Rybi kostni fragmenty v preparatu z obarveného sedimentu pri 200nasobném zvétseni
@

Obr. 14. Rybi kostni fragment v preparatu z neobarveného sedimentu pri 400nasobném

zvétSeni
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Stanoveni cukru (glukoza, galaktoza, sacharoza, fruktoza,

laktoza, maltoza) metodou iontové chromatografie

Eva Fojtlova

Usttedni kontrolni a zkugebni ustav zemédélsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.fojtlova@ukzuz.cz

1 Uvod

Postup stanoveni obsahu cukrti ve vzorcich krmiv je obsazen v Nafizeni ¢. 152/2009/ES.
Podle wuvedeného postupu se cukry stanovi titracné podle Luff-Schoorla
po jejich extrakci 40% etanolem. Timto zplsobem lze stanovit bud’ pifimo redukujici cukry
nebo smés pifimo redukujicich a neredukujicich cukri. Vypocftem lze potom urcit obsah
neredukujicich cukr. Nelze vSak rozliSit obsahy jednotlivych cukri, ale vzdy se jedna

o stanoveni jejich celkového obsahu.

Jednotlivé specifické cukry vSak lze stanovit metodou iontové chromatografie s pouzitim

ampérometrické detekce.

2 Material a metody

Na stanoveni jednotlivych druhii cukri byla vyvinuta chromatografickd metoda oznacovana

jako HPAE- PAD (high performance anion exchange - pulzed amperometric detection).

Jednd se o vysokoucinnou iontovou chromatografii, kde se jako detektor pouziva pulzni

ampérometricky detektor.

Cukry se ptrevedou do aniontové formy v siln¢ alkalickém prostiedi (hodnota pK cukrt lezi
mezi 12 a 14) a potom se separuji na silné bazickém aniontovém iontoménici v hydroxidové
form¢. Jako eluc¢ni Cinidlo se obvykle pouzivd NaOH v koncentracich od 0,001 mol/l

do 0,150 mol/l.

Pulzni ampérometricky detektor umoznuje detekovat cukry bez pozadavku derivatizace.

Cukry se detekuji méfenim elektrického proudu, ktery se generuje jejich oxidaci na povrchu
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zlaté¢ pracovni elektrody. Produkty této oxidacni reakce ale znecCistuji povrch elektrody,
a proto musi byt elektroda ciSténa. Toho se dosdhne zménou potencialu. Nejprve jeho
zvySovanim az na hladinu dostatecnou k oxidaci povrchu zlaté elektrody, to zptisobi desorpci
produkti vzniklych oxidaci cukri. Potom se potencidl elektrody snizuje az na hodnotu,
pii které prechazeji oxidy na povrchu elektrody zpét na zlato. PAD pracuje tedy se tfemi
rychle se opakujicimi potencidly. Proud zoxidace cukri se méfi pfi potencidlu El.
E2 je potencial, ktery oxiduje zlatou elektrodu a ¢isti ji od produktii oxidace cukrii. Potenciél
E3 redukuje oxidy zlata na povrchu elektrody zpét na zlato, a tak umoznuje detekci béhem
pristiho cyklu pii El. Tyto tfi potencidly se méni v pravidelné¢ se opakujicich ¢asovych

intervalech.

CEN/TC 327 v ramci pracovni skupiny feSila ovéfeni a zavedeni této metody do evropsky
platnych norem. Laboratoi se v ramci feSeni této prace ucastnila validacni studie, ve které
obdrzela 12 vzorkii krmiv, v nichz se m¢la stanovit galaktoza, glukoza, sacharoza, fruktoza,

laktoza a maltoza.

3 Princip

Cukr se ze vzorku krmiva extrahuje vodou, extrakt se pfeCisti a nafedi. Pfitomné cukry

se separuji metodou iontové chromatografie a detekuji se na ampérometrickém detektoru.

4 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Ccistoty, pokud neni uvedeno jinak, voda d{istd

(deionizovand, demineralizovana nebo destilovand).

1 Acetonotril, CH3CN.

2 Hydroxid sodny, NaOH, 50% (m/m) vodny roztok.

3 Octan sodny trihydrat, CH;COONa.3 H;O.

4 Eluent 1 (E1), vodny roztok 500mmol/l hydroxidu sodného NaOH.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se mnalije asi 800 ml odplynéné
demineralizované vody (6), pfida se 40,0 g 50% roztoku hydroxidu sodného (2),
doplni vodou (6) po znacku a promicha.
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Eluent 2 (E2), vodny roztok 500mmol/l octanu sodného.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se mnalije asi 800 ml odplynéné
demineralizované vody (6), pfida se 68,0 g octanu sodného trihydratu (3), doplni
se vodou (6) po znacku a promicha.

Eluent 3 (E3), odplynéna demineralizovana voda.

Ptiprava: Demineralizovana voda se filtruje pfes membranovy filtr 0,2 pm, odplyni
se probublavanim helia po dobu minimalng 30 min.

Fruktoza, CcH,0g.

Galaktoza, C¢H,0s.

Glukoza, C¢H;,0s.

Laktoza monohydrat, C,,H,,0,;.H,0.
Maltoza monohydrat, C;,H,,0;;.H;O.
Sacharoza, C;,H»,01,.H,O.

Dimethyl sulfoxid, (DMSO).

Methanol.

Zasobni kalibrac¢ni roztok cukri, 400 mg/1.

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se navazi 40 mg fruktozy, 40 mg galaktozy,
40 mg glukozy, 40 mg sacharozy, 42 mg laktozy, 42 mg maltozy a rozpusti
se ve vode (6). Roztok se pfipravuje denné Cerstvy!

Pracovni kalibra¢ni roztoky cukrti.

Ptiprava: Roztoky se pfipravi fedénim podle tabulky 1. Kazdy nafedény standard
se dale tedi tak, Zze do vialky se napipetuje 0,25 ml standardniho roztoku a 1,25 ml
DMSO (13), vialka se uzavie a promicha.
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Tabulka 1. Redéni pracovnich Kkalibra¢nich roztokii.

Kalibraéni roztok Objem zasobniho Objem vody Koncentrace cukri
kalibrac¢niho po naredéni
roztoku (ml) (ml) s DMSO (ng/ml)

Standard 1 0,00 10,0 0

Standard 2 0,10 9,90 0,67

Standard 3 0,30 9,70 2,00

Standard 4 0,70 9,30 4,67

Standard 5 1,40 8,60 9,33

Standard 6 2,00 8,00 13,33

5 Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

2 Laboratorni odstfedivka.

3 Ultraturax.

4 Iontovy chromatograf, napt. ICS 3000 Dionex s ampérometrickym detektorem

a zlatou pracovni elektrodou.

5 Kolona, napt. Carbopac PA10 (4 x 250) mm, pfedkolona, napt. Aminotrap
(4 x50) mm.

6 Zatizeni na pfipravu vysoce Cisté demineralizované vody, napt. Milipore.

7 SPE kolonky, napt. Waters Sep-Pak Plus C18.

8 Automatické pipety.

6 Postup

6.1 Extrakce

Do 100ml kadinky se navazi 600 mg vzorku spfesnosti 0,1 mg, piida se 20 ml
demineralizované vody, homogenizuje se pomoci ultraturaxu minimalné¢ po dobu 1 min.
Kvantitativné¢ se prevede do 100ml odmérné baiky, doplni demineralizovanou vodou
po znacku a promichd. Alikvotni podil se odstiedi na laboratorni odstfedivce po dobu

10 min pi1 2800 g. Extrakt je nutno déle Cistit. Pouzije se k tomu postup 6.2 nebo 6.3.
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6.2 Cisténi extraktu pomoci SPE C18
SPE kolonky se pfipravi a aktivuji podle pokynti vyrobce.

2 ml C¢ir¢ho odstfedéného extraku (pfipraveného podle 6.1) se nafedi s 2,5 ml
demineralizované vody. Natfedény roztok se pievede pres aktivovanou SPE C18. Prvni 3 ml
eluatu se odstrani, zbytek se zachyti do vhodné nadobky (napi vialky). Ve vialce se nafedi

0,25 ml vycisténého vzorku s 1,25 ml DMSO (13), vialka se uzavie a promicha.

6.3 Cisténi exktraktu pomoci acetonitrilu

Do 10ml wuzaviratelné centifugacni zkumavky se vlozi 2 ml €irého odstfedéného extraktu
(ptipraveného podle 6.1) a 2,5 ml acetonitrilu (1). Zkumavka se uzavie a dobie promicha.

Necha se stat ptes noc pii laboratorni teploté. Potom se odstfedi po dobu 10 min pii 2800 g.

Ve vialce se nafedi 0,25 ml vycisténého vzorku s 1,25 ml DMSO (13), vialka se uzavie

a promicha.

6.4 Analyza

Podminky stanoveni (viz. tab. 2 a 3) jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky,

za predpokladu, Ze poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 2. Doporucené podminky stanoveni.

Kolona Carbopac PA10 (4 x 250) mm nebo obdobna

Ptredkolona Amino trap (4 x 50) mm nebo obdobna

Teplota kolony 30°C

Detekce Pulzni ampérometrie, zlata pracovni
elektroda

Waveform- carbohydrates standard

Objem nastiiku 10 pl

Pritok mobilni faze 1,0 ml/min

Eluent E1-NaOH 500 mmol/l (4)
E 2 — CH3COONa.3 H,O 500 mmol/I (5)
E3 — H,0O (6)
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Tabulka 3. Program gradientové eluce.

Cas E1l E2 E3
(min) (%) (%) (%)
0 4 0 96
13 4 0 96
18,4 27 0 73
19 30 2 68
30 30 38 32
31 30 60 10
43 30 60 10
44 30 0 70
54 4 0 96
70 4 0 96

Po ustaleni systému se provede nejprve série nastiika pracovnich kalibra¢nich roztokt, které
byly pfipraveny podle bodi (4-15) a (4-16). Potom se za stejnych podminek analyzuji

extrakty vzorkd.

7 Vypocet a vyjadiovani vysledki

Pfi méfeni a vyhodnocovani se pouziva metoda externi kalibrace.
Z vysledk méteni kalibracnich roztok se pomoci softwaru pifistroje vypocita kalibracni

kiivka pro jednotlivé cukry a s jeji pomoci se potom kvantifikuji nezndmé vzorky.

Obsah jednotlivych cukri X vyjadieny v g/kg se vypocita podle vztahu

X=(Dxc)/m

kde

D fedici faktor,

c koncentrace jednotlivych cukri odectena z kalibracniho grafu (mg/l),
m hmotnost zkusebniho vzorku (g).
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8 Diskuse a vysledky

V praci bylo analyzovano 12 vzorku, které laboratot obdrzela k tcasti ve valida¢ni studii.
Vzorky byly jiz ptipraveny k analyze, tedy se neupravovaly. Byly oznaceny nize uvedenymi
Cisly, zadné dal$i informace o vzorcich nebyly poskytnuty. Vysledky méteni jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4. Vysledky méreni.

Vzorek Obsah cukru (g/kg)
Galaktoza | Glukoza | Fruktoza | Sacharoza | Laktoza | Maltoza
1064 <0,1 1,168 0,586 8,353 <0,1 0,602
1150 <0,1 0,648 <0,1 44,612 <0,1 2,054
1259 <0,1 1,564 0,777 13,015 <0,1 5,878
1317 <0,1 5,313 2,848 17,730 12,939 9,167
1363 <0,1 5,182 5,259 28,314 <0,1 5,435
1419 <0,1 0,803 0,673 46,165 <0,1 1,936
1441 3,302 1,618 <0,1 <0,1 374,612 2,322
1587 <0,1 5,183 6,069 30,778 <0,l1 6,355
1853 3,303 1,509 <0,1 <0,1 296,647 1,848
1862 <0,1 0,876 0,545 6,816 <0,1 1,536
1883 <0,1 8,105 3,753 19,408 14,108 14,762
1998 <0,1 2,231 0,823 11,770 3,159 6,345
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Sample Name: standard 6 Injection Volume: 10,0
Vial Number: 6 Channel: ED_1
Sample Type: standard Wavelength: n.a.
Control Program:  cukry_GP_original Bandwidth: n.a.
Quantif. Method: default Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 11.1.2007 7:03 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 70,00 Sample Amount: 1,0000
galaktoza External ED 1 lukoza External ED_1 ‘
35.0Tarea (nCmin] 30'Df%réa [nC*min]
| | 2001
| 20,0 1
10,0+ 10,0
| ]
00 | T 1 T 0, — — et
0,0 5,0 10,0 14,0 0,0 5,0 100 140
R sacharoza External ED, 17ﬁ 10 o_laktoza External . ED_1
16, Area [nC*min] > *“_|Area [nC*min]

25,0

"0 50 10,0 140 | 0,0 5,0 10,0 14,0
No. Ret.Time Peak Name Cal.Type Points Coeff.Det. Offset Slope Curve
min %
1 1,85 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 262 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
3 460 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
4 10,13 n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
5 12,40 galaktoza Lin 5 99,9823 0,0000 2,4722 0,0000
6 13,22 glukoza Lin 5 99,9716 0,0000 2,0848 0,0000
7 15,93 fruktoza Lin 5 99,5836 0,0000 1,0962 0,0000
8 17,63 sacharoza Lin 5 99,8567 0,0000 1,1933 0,0000
9 20,67 laktoza Lin 5 99,6681 0,0000 1,6845 0,0000
10 2515 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 2530 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
12 25,57 maltoza Lin 4 99,7414 0,0000 0,9537 0,0000
13 27,63 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
14 33,23 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
15 33,52 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
16 61,93 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Chromeleon (c) Dionex 1996-2001
default/Calibration(Batch) Version 6.70 SP9 Build 1971

Obr.1. Priklady kalibra¢nich primek.
Z vyhodnoceni valida¢ni studie, které organizatoti zaslali laboratofi, vyplyvéa, ze se jednalo

o krmivo pro psy, krmivo pro prasata, krmivo pro skot, krmivo pro nosnice, sojové expelery

a suSené mléko.
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V tabulkéach 5 az 10 jsou uvedeny vysledky tak, jak byly vyhodnoceny v ramci celé validacni

studie.
Tabulka 5. Krmivo pro psy.
Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (o) (o)
Galaktoza <0,1
Glukoza 0,9 41,8 41,8
Fruktoza 0,8 7,5 64,6
Sacharoza 11,4 7,6 25,2
Laktoza <0,1
Maltoza 0,9 37,7 65,0
Tabulka 6. Krmivo pro prasata.
Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (“o) (“o)
Galaktoza 0,48 4.0 55,1
Glukoza 5,8 15,6 21,4
Fruktoza 5,3 9.4 28,7
Sacharoza 22,4 6,9 11,5
Laktoza 15,1 4,8 12,3
Maltoza 15,9 5.4 15,6
Tabulka 7. Krmivo pro skot.
Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (“o) (“o)
Galaktoza <0,1
Glukoza 4,7 6,6 11,7
Fruktoza 7,1 5,5 15,5
Sacharoza 36,0 4.9 17,6
Laktoza 0,1 163,0 193,4
Maltoza 7,0 17,1 30,1
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Tabulka 8. Krmivo pro nosnice.

Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (%) (o)
Galaktoza <0,1
Glukoza 1,7 12,5 26,4
Fruktoza 1,3 6,1 51,5
Sacharoza 16,4 5,3 23,0
Laktoza <0,1
Maltoza 6,1 13,0 23,9
Tabulka 9. Sojové expelery.
Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (“o) (“o)
Galaktoza <0,1
Glukoza 0,7 13,9 59,4
Fruktoza 0,6 37,3 116,2
Sacharoza 55,0 1,7 18,1
Laktoza <0,1
Maltoza 1,2 6,2 98,0
Tabulka 10. SuSené mléko.
Obsah Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(g/kg) (Y0) (o)
Galaktoza 43 3,8 22,5
Glukoza 1,3 20,8 30,2
Fruktoza <0,1
Sacharoza 0,1 63,4 161,3
Laktoza 415,3 1,2 12,7
Maltoza 3,6 5,2 46,9
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9 Zavér

Z hodnoceni vysledkl stanoveni pro validacni studii vyplyva, ze vysledky laboratotfe byly
piijaty a spolu s vysledky dalSich péti laboratoii byly vyhodnoceny. Vysledkem bylo vydani
vyse uvedeného postupu jako technické normy CEN/TS 15754.
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Vybrané¢ kapitoly z pedologie pro chemiky

Ivo Honsa

Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemedelsky, Vanurova 6, 460 01 Liberec

4 Pidni kyselost - acidita

Pudni kyselost ¢i acidita, nebo také reakce vyjadiena hodnotou pH, ma v souboru fyzikalné-
chemickych charakteristik mimofddné postaveni. VétSina druhl rostlin totiz optimalné
prospiva v ur¢itém, né¢kdy pomérné uzkém rozpéti hodnot pH. Tato veliCina je tedy faktor,
jehoz hodnota - za jinak stejnych stanoviStnich podminek - rozhoduje o druhovém slozeni
rostlinného ptidniho pokryvu a ptdnich mikroorganismt. U kulturnich rostlin pak, at’ jiz
pfimo ¢i nepiimo, napf. pisobenim na pfijatelnost Zivin, stopovych prvkd, ale i rizikovych
latek, ovliviiuje vynos prfisluSnych plodin a jejich kvalitu. Hodnota pH rovnéz spolupiisobi
na stav pudnich koloidi a tim téz ovliviuje strukturu piidy, na niz nasledné zavisi hospodareni

se vzduchem a vodou v profilu.

4.1 Podstata kyselosti pad

Pfic¢inou padni acidity je pfitomnost disociabilniho vodiku a vyménitelnych Al-iontt.
V prvnim pfipad¢ pfechazeji H-ionty do pidniho roztoku disociaci, v druhém piipadé pak
hydrolyzou a roztok se tim okyseluje. Jak znamo, ve vodném roztoku a tedy i v pidnim
nejsou vodikové ionty piitomny jako protony, ale v hydratované formé napt. jako H;O' -
hydroniové ionty. Kvili jednoduchosti se hydratované vodikové ionty obvykle oznacuji jako

H-ionty a v rovnicich se vétSinou vyjadiuji jako H'.

4.1.1 Disociace kyselych funk¢nich skupin

Disociabilni vodik je vazan na skupinach s variabilnim, tedy na hodnoté pH zéavislym
nabojem, které se téz nazyvaji kyselé skupiny. Na organickych molekulach jsou to
karboxylové (COOH)-skupiny a fenolické, enolické a podle moznosti i jiné alkoholické OH-

skupiny a dale aminoskupiny. Na povrchu jilovych mineral a oxidi mohou vodikové ionty
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disociovat ze skupin (Al, Fe)OH- a (Al, Fe) OH; - (odst. 3.2.2.3 a .4). Patii sem i Al-hydroxo-
polymery, napt. z mezivrstevnich prostorti sekundarnich chloritd. Kromé toho mohou byt

vodikové ionty vazany i na permanentnich nabojich jilovych minerala.

Kvantum H-iontl disociovanych z téchto kyselych skupin se zvétSuje s rostouci hodnotou pH
pudniho roztoku. Pfi stejné hodnoté pH je tim vétsi, ¢im veétsi je kyselost skupiny. Kyselost ¢i
sila kyseliny se obvykle udavéa jako —log disociacnich konstant kyseliny Ka (pKa). Napf.
hodnota pKa 4,7 znamend, Ze kyselina resp. kysela skupina je pfi pH = 4,7 disociovana
z 50 %, tj. Ze koncentrace nedisociované kyseliny HA je stejna jako koncentrace disociované
A" ([HA] = [A’]). Hodnoty pKs huminovych latek silné¢ kolisaji a pro COOH-skupiny
dosahuji az do siln¢ kyselé oblasti (pK4 cca 3 — 8). Také H-ionty vdzané na permanentnich
nabojich jilovych minerali reaguji kvili slabé vazbé¢ silné kysele. Proto se pomérné rychle
s jilovymi minerdly pfeménuji (silikatové tlumeni) a vyskytuji se tak jen velmi kratkodobé,
pokud vitbec. Oproti tomu jsou fenolick¢é OH-skupiny a skupiny Al-OH- a Si-OH- jilovych

minerala slab¢ az velmi slab¢ kyselé (pK > 6).

4.1.2  Hydrolyza ionti A’ a Fe™*

Druhym zdrojem disociabilnich vodikovych iontl jsou vyménitelné Al-ionty, které mohou byt

do ptdniho roztoku pievedeny kationtovou vymeénou.

TIont A" je ve vodném pudnim roztoku (ale také jiz ve vyménitelném stavu) obklopen 6
molekulami H,O (hydratovéan), jejichz kyslik je velmi malym a vysoko nabitym Al tak silné

polarizovan, ze vodikové ionty hydrolyticky disociuji a ndboj Al-iontu patfi¢né klesa

(hydrolyza)
[Al (OHy)s]" + HyO —darotrizeee o 1A](OH,)sOH”" + H;0° (4-1)

protonizace

Al-kationt reaguje tedy kysele a oznacuje se tedy jako kationtova kyselina. Jeho kyselost je
stfedné silna (pKa = 4,76). Jako [AI(OH,)s]*" je Al zcela protonizovany a s rostouci hodnotou
pH je stale vice deprotonizovan (viz téZ rovnice 4-20).

Podle toho se Al-ionty v méfitelném mnozstvi v pidnim roztoku vyskytuji teprve pii hodnoté
pH pod 5,0 (obr. 4-1). Hlinik je tedy p¥i pH < 5,0 p¥itomen pfevazné jako iont [Al (OH,)e]>",
zatimco deprotonizované (hydrolyzované) formy Al nad uvedenym pH polymerizuji jako

Al-hydroxid, ktery se vysrazi. Z obr. 4-3 vyplyva, ze pfirtstek Al s klesajici hodnotou pH

28



je vsouladu s priristkem podilu Al na kationtovém obsazeni (Al-syceni) pidy. Rovnéz
vyménny Al je stejné¢ jako vroztoku pfevazné trojmocny, tj. zcela protonizovany.
Koncentrace Al v piadnim roztoku roste, jestlize se pud¢ piidaji nepufrujici soli (chloridy,

sirany, dusi¢nany), protoze se tim Al-ionty vymeéni.

Podobné jako Al-ionty reaguji i Fe’ -ionty. Jejich kyselost je vSak piiblizng o 3 fady vyssi
(pKa = 2,2). V pidnim roztoku se proto vyskytuji az v siln¢ kyselé oblasti. Rovnovazna
koncentrace Fe’™ v piitomnosti relativnd snadno rozpustného ferrihydritu  (produkt
rozpustnosti ~ 10~°, pfevazné amorfni Fe,03.xH,0) pti pH = 3 je teprves 1 umol/l. Oproti

tomu lze zejména v horizontech bohatych humusem a v kyselém prostiedi zjistit méfitelné
koncentrace ionti Fe’™ Mn®', které vsak nehydrolyzuji (pKs 9,5 resp. 10,6), a proto

nepfispivaji k acidite.

4.2  Zdroje H' -ionti
H-ionty do ptudy vstupuji nebo v ni vznikaji ndsledujicimi zptlisoby:

4.2.1 Tvorba kyseliny uhli¢ité a organickych kyselin pfi mikrobiologické oxidaci

biomasy a pri kofenovém dychani

Vznikajici CO; reaguje pii pH nad 5 az 5,5 s ptidni vodou na kyselinu uhli¢itou. Rozpustnost
CO; a tim 1 koncentrace kyseliny uhlicité ve vod¢ stoupa s jeho rostoucim parcialnim tlakem
a stejn¢ jako jeji disociace klesa s poklesem pH. Parcidlni tlak CO, v pidnim vzduchu
ozivenych pidnich prostor je nejcastéji (0,2 — 0,7) kPa. Oproti tomu lze mnozstvi CO;
z destové vody prakticky zanedbat, protoze jeho parcialni tlak v atmosféie je pouze 0,032 kPa
(= 0,032 obj. %). Mnozstvi takto vzniklého CO, obnasi roné cca 10 kmol/ha. Protoze CO;
vytvari kyselinu uhli¢itou jen pii pH vySSim nez cca 5, jsou jeji H-ionty podstatné
vyznamnéjs$i pro okyselovani a vymyvani kationtli z vétSiny zeméd¢€lsky vyuzivanych ptd nez

u Casto kyselych lesnich pid.

Pti odbouravani biomasy mohou jako meziprodukty vznikat jednoduché organické kyseliny,
jako citronova, Stavelova aj. To, zda tyto kyseliny snizuji nebo zvySuji hodnotu pH, zavisi
na jejich kyselosti (sile) a vztahu k hodnot¢ pH pidy. Je-li hodnota pH vySsi nez pKa
kyseliny, hodnota pH pidy poklesne, je-1i nizsi, pak stoupne. Ve slabé kyselych pidach vsak
nizkomolekularni kyseliny pravdépodobné nemaji vyznamnou tlohu pfi jejich okyselovani,
protoze jsou velmi rychle mikrobiologicky odbouravany. Pfi odbouravani organickych latek

obsahujicich N a S se tyto uvolnuji (napi. R-NH; + H,O — R-OH + NHj3) a jejich oxidaci
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vznikaji silné kyseliny HNO; a H,SO4. V organickych latkadch obsahujicich fosfor je tento
vazén jako ortofosforecnan, tedy jiz v oxidované formé, takze pfi jejich odbouravani jiz zadna
kyselina nevznika. Organické kyseliny (fulvokyseliny, huminové kyseliny, kap. 2) téz

vznikaji pfi syntéze huminovych latek.

4.2.2  Vydej H-ionti koFeny rostlin pri pfijmu kationti

Za ptijaté kationty kovi vylou¢i kofeny ekvivalentni mnozstvi H-iontli, za pfijaté anionty
ekvivalentni mnozstvi OH- nebo HCOs -ionti. Je-li tedy pfijaté mnozstvi kationtl a aniontt
stejné, hodnota pH se nezméni, protoze H-ionty reaguji s OH- popt. HCO; -ionty na H,O
resp. CO, + H,0. Jestlize se vSak pfijme vice kationtll nez aniontd (napf. pii prevazné vyzive
NH," ), vytvaii se mnozstvi H-iontll odpovidajici nadbytku kationtd, které mohou okyselovat
pudu. Rostlina vsak, kvili elektroneutralité, kompenzuje nadbytek kationtd interni tvorbou
aniontd slabych organickych kyselin. ProtoZe tyto anionty mohou véazat H-ionty (COO™ + H"
— COOH) a v pfirodnich systémech se opadem vraci do pidy, je i nyni bilance H-iontl
vyrovnand. Teprve kdyz biomasa opousti ptidu formou sklizné, vznikd nedostatek bazi,
kterému odpovida ekvivalentni prebytek kyseliny v pudé. K tomu jesté pristupuje, ze piijem
kationtd a piisun bazi mohou byt v pidé€ prostorové a ¢asoveé oddéleny, ¢imz vznikaji zfetelné

diference hodnot pH v Case a prostoru.

Roc¢ni mnozstvi H-iontll, vznikajici vétSim piijmem kationtli oproti aniontim se odhaduje

na cca (1 — 10) kmol/ha.

4.2.3  Prispévek kyselych srazek

Primérné hodnoty pH srazkovych vod za rok jsou napt. v SRN 4,3. Obsahuji predevSim
kyselinu sirovou a dusi¢nou. Ve stfedni Evropé piedstavuje ro¢ni pfispévek H-iontl
v z&vislosti na mist¢ a vegetanim pokryvu (0,8 — 7) kmol/ha. Zvlasté vysoké piinosy
se zjistuji pod smrky, protoze uvedené kyseliny zvlast u¢inn€ zachycuji (intercepce).

Zvysenym atmosférickym piinosem kyselin poklesla v poslednich tfech az Sesti desetiletich
hodnota pH mnohych lesnich ptd severni a stfedni Evropy az o jednotku (pH). V rozpéti let

1883 — 1983 klesla na jistém pfirozeném britském stanovisti hodnota pH z 7,1 v celém profilu

na 4,2 v hloubce (0 — 23) cm, na 4,7 v hloubce (23 — 46) cm a na 5,8 v hloubce (46 — 69) cm.
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4.2.4 Oxidace NH;" a NH; z hnojiv a atmosféry

Tato oxidace probiha mikrobiologicky. Probihaji pfi tom nésledujici reakce
NH," + 20, — NO;” + 2H" + H,0 (4-2)
NH; + 20, — NO;y + H + H,0O (4-3)

Je-li ion NO3™ vymyt, ptispiva H-ion k acidité ptidy. Je-li NO3™ naopak piijat rostlinou, je za to
kvili eletroneutralit¢ odevzdana baze (OH, HCO;s) a vznikly H-ion se neutralizuje.
V protonové bilanci celého puadniho profilu se proto neobjevuje. Oxidace NHj; tak
nezpiisobuje okyseleni. Pfi oxidaci NH," oproti tomu vznikd dvojnasobné mnozstvi H-iontd,
z nichz miize byt pouze polovina neutralizovana piijmem NO; -ionti. NH4" -hnojiva proto
okyseluji piidu, pokud se H-ionty neneutralizuji jinym zptisobem. Rocni ptispévek H-iontl
ve stfedni a zapadni Evropé, podminény piisunem N, je cca (I — 3) kmol/ha, avSak

v oblastech s velkou produkci kejdy muze vzrist az na 7 kmol/ha.

4.2.5 Oxidace rozpustnych ionti Fe** a Mn*" a Fe-sulfidi
Jak vyjadfuje rovnice (4-4a), pii oxidaci Fe* na Fe’* se spotfebuji H-ionty. ProtoZe viak iont
Fe’* v rozpéti hodnot pH pudy tj. > 3 neni staly, ale ihned hydrolyzuje (rovnice 4-4b),

vznikaji pfi sumarni reakci oxidace (4-4c) H-ionty.

Fe*" + 5,0, + H — F + 'L H0 (4-4a)
Fe*" + 2H,0 — FeOOH + 3H' (4-4b)
Fe*" + ',0, + °4LH,0—> FeOOH + 2H" (4-4c)

Podobné plati pro ionty Mn*", které se oxidaci a hydrolyzou méni na MnO,.

Sulfidy Fe se vyskytuji jako FeS, (pyrit) a FeS. Oxiduji-li se jak Fe' , tak sulfid, vznikaji
pti oxidaci FeS; 4 H-ionty (rovnice 4-5) a FeS 2 H-ionty (rovnice 4-6).

FeS, + 33,0, + 2',H,0 — FeOOH + 2H,SO, (4-5)

FeS + 2,0, + 1'5,H,0 — FeOOH + H,SO, (4-6)

Ptijdou-li tedy pudy obsahujici sulfidy zeleza do styku se vzduSnym kyslikem, silné
se okyseli (,,acid sulphate soils*). Totéz plati pro odklizové hmoty obsahujici pyrit (,,otrava

hald*), které se museji chranit pted pfistupem vzduchu zakrytim.
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4.3 Tlumivé (pufrujici) latky a reakce

Protoze v humidnich klimatech je mnozstvi H-iontd, které se v ptidach béhem jejich vyvoje
vytvoii, vétsi, nez to, které je ptida schopna neutralizovat, dochazi k pozvolnému poklesu
jejich hodnoty pH a tedy kjejich okyselovani (acidifikaci). Rychlost okyselovani kromé
natlaku H-iontli zavisi pfedevSim na odolnosti pidy proti zméné reakce, kterou lze
kvantitativné vyjadfit jako ,,kyselou neutraliza¢ni kapacitu® (KNK, odst. 4.4). Odolnost proti
okyseleni spociva v fadé chemickych reakcei, pfi nichz H-ionty reverzibilné nebo ireverzibilné
piechazeji do nedisociované formy, jsou tlumeny ¢i pufrovany. Toto tlumeni zplisobuji
rozpu$téné nebo tuhé latky, zvané tlumie nebo pufry, na nichz probihaji tlumici reakce
(tlumivé systémy). Hodnoty KNK a pH se tedy neméni se stejnou frekvenci: pfi stejném
natlaku H-iontii klesa hodnota pH tim pomaleji, ¢im je ptda 1épe pufrovana. O to vic vSak

ubyva hodnota KNK.

Tlumivé systémy pud jsou velmi rtiznorodé co do druhu, mnozstvi a reakéni rychlosti. Jejich
tlumici schopnost je mozné charakterizovat kyselosti jejich protonizovanych kyselych
funkénich skupin (hodnota pK,). Ta urcuje, v které oblasti hodnot pH pldy probihaji urcité
tlumici reakce: ¢im je protonizovana skupina slabéji kyseld, tj. ¢im je proton pevnéji vazan,
tim pfi vyss$i hodnoté pH systém pisobi. B. Ulrich (l.c.) proto témto reakcim piifazuje urcité
oblasti hodnot pH, ve kterych tlumivé plsobi (pufracni oblasti) a kterym navic pfisuzuje

specifické ekologické funkce.

4.3.1 Tlumeni uhli¢itany

V ptd¢ obsahujici uhli¢itany jsou H-ionty pufrovany podle reakce

CaCO; + H «— Ca* + HCOy (4-7)
H-ionty tedy reaguji s COs” -aniontem uhli¢itanu za tvorby HCO;™ (hydrogenuhliGitanového
aniontu). Pro Casty ptipad, kdy H-ionty pochazeji z kyseliny uhlicité

CO, + H,0 «— H,CO; «— H + HCO;5 (4-8)
zni zjednodusena reakce

CaCO; + CO, + H,O «—> Ca’" + 2HCO;s (4-9)

Hodnota pH, kterd se v pidé ustali po dobu existence CaCO; (kalcitu) je tedy urCovana

konstantni rozpustnosti kalcitu a parcialnim tlakem CO; (odst. 4.5.2).
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Vépni-li se silnéji kyseld pada, jak se to napf. v souasné dob¢ déje u kyselych lesnicky
vyuzivanych pud, reaguje CaCO; az na CO,; jsou tedy tlumeny dvéma moly H-iontli jednim

molem CaCOs.

CaCO; + 2H" — Ca* + CO, + H,0 (4-10)
Pfi tom se protonizuje i aniont HCO3”
HCO; + H — CO, + H,0O 4-11)

Tato reakce podle parcidlniho tlaku CO, probéhne asi pii hodnot¢ pH 5 zcela vpravo,
a to ireverzibilng, protoze plynny CO, unikne. Pod hodnotou pH 5 je tedy koncentrace HCOj5

jen velmi mala.

Protoze hodnota pH v ptidach obsahujicich CaCO; vétsinou neklesa pod cca 7 (viz rovnice
4-21) dokud neni veskery CaCO; rozpuStén, musime vyvodit, ze rychlost reakce CaCO;
s H-ionty postacuje k neutralizaci jejich celkového natlaku; vétSinou se dosdhne rovnovahy.
Teprve kdyz zbyvaji pouze hrubsi zbytky vapence, miize byt hodnota pH niz$i, nez odpovida

rovnovaze, protoze reakéni plocha je velmi mala a uhli¢itan je nepravidelné rozptyleny.

4.3.2  Tlumeni na variabilnich nabojich

Toto tlumeni v prvnim kroku spocivd v protonizaci slabé kyselych vyménnych mist
obsazenych kationty na variabilnich ndbojich (zavislych na pH) huminovych latek (COOH-
skupiny) a na anorganickych ménicich (jilové mineraly a oxidy, kap. 3, odst. 3.2.2.3 az

3.2.2.5). V neutralni oblasti jsou obsazena Ca’" a jinymi kationty a poutaji H-ionty podle

schématu:
(CO0)Ca + 2H" «— -(COOH), + Ca*" (4-12)
-(AIOH),Ca + 2H" «— -(AlOHy), + Ca* (4-13)

Protoze kyselost kyselych skupin na huminovych latkach kolisa v Sirokém rozpéti, rozprostira
se jejich protonizace v odpovidajici rozsahlé oblasti hodnot pH mezi 8 az 3 (obr. 3-7), zatimco
funkéni skupiny anorganickych ménich (jilové mmineraly a oxidy) jsou protonizovany hlavné

mezi pH 8 az 5,5.
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Kvuli slabé kyselému charakteru mohou anorganické skupiny pod jejich izoelektrickym
bodem pfijimat dalsi H-ion a jsou pak kladné nabité (odst. 3.2.2.2). Z toho diivodu je v tomto
pfipad¢ pifijem H-iontl spojen s adsorpci ekvivalentnich mnozstvi aniontli (odst. 3.3.1.1)
a ne jako pii pfijmu prvniho H-iontu s desorpci kationtu. K tomuto procesu dochazi napf.
v kyselych lesnich ptidach pii pfisunu kyseliny sirové. Pii tom se adsorbuje jak H-iont, tak

SO,” aniont, napf. oxidy Fe a Al

-Fe-OH + H' + '/,S044 — -Fe-OH,(SO4), (4-14)

Pokud je vs$ak siran adsorbovan specificky, tj. ligandovou vyménou, mize se pti tom uvolnit

ion OH’, ktery rovnéz neutralizuje H-ion

_Fe-OH + SO, + H — -Fe-SO, + H,O (4-15)

Siran se tak akumuluje pfedevS§im ve spodiné a muze byt desorbovan jak dalSim

okyselovanim, tak pti zvySovani hodnoty pH.

Tlumivé reakce na variabilnich nabojich probihaji rychle a jsou prakticky plné reverzibilni.
Pidy bohaté na huminové latky, allofany a oxidy, vdéci za podstatny podil své tlumivé
kapacity jejich funkénim skupinam. Tlumiva kapacita huminovych latek je Casto tak vysoka,

ze tlumiva kapacita pad v oblasti hodnot pH mezi 5 az 7 izce koreluje s obsahem uhliku.

4.3.3  Tlumeni silikaty

Tlumeni kfemicitany spociva v protonizaci skupin Si-O-M. Pfi tom vznikaji skupiny (Si-OH)
a kationty kovii se uvoliuji ze silikatové vazby (M... kationty kovi, napt. K, Mg2+, Ca®’,

Fe”), napf.:

-Si-O-M-0-Si- + 2H" — -(SiOH), + M* (4-16)

Kationty ptfechéazeji do vyménné formy nebo do piidniho roztoku. Uvoliovani kationth alkalii
a alkalickych zemin zacina jiz ve slabé zéasadité oblasti. Jeho objem a tim téZ objem tlumeni

roste s poklesem hodnoty pH.

K uvolnéni nejen -Si-O-M- vazeb, ale 1 -Si-O-Al-O-Si- vazeb je zapotiebi vyssi koncentrace
H-iontd, odpovidajici hodnoté pH < 5. Proto nemtze Al-ionty uvolnit kyselina uhli¢ita a jsou

k tomu potiebné silngjsi kyseliny, napt. sirova ¢i dusicna nebo také organické kyseliny.
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Uvolnéné Al-ionty diky vysokému naboji (odst. 3.2.4.3) disponuji silnou vyménnou
schopnosti a pod hodnotou pH 5 stale vice nahrazuji kationty alkalii a alkalickych zemin. Ty
tedy pii vzristajici kyselosti nejsou vytésiiovany ionty H;O" s podstatné slabsim vyménnou
schopnosti, ale Al (obr. 4-3). Nahrada Ca, Mg atd. hlinikem neni tlumivou reakci, ale jejim
dasledkem. Z toho diivodu se vyménitelné ionty alkalii a alkalickych zemin nemaji oznacovat

jako vymeénitelné ,,baze™.

Cast Al-ionti mize zpétné hydrolyzovat na kladn& nabité hydroxo-Al-polymery, napf.
[(Alg(OH);5)]*" a neutralizovat permanentni zdporné naboje mezi roztazitelnymi vrstvami
jilovych mineralll (napt. sekundarni chlority). Polymery obsahuji rovnéz slabé kyselé skupiny

AIOH; a dochézi tak k preméné silnéjsi kyseliny na slabsi.

Rychlost silikatového tlumeni je obecné zietelné mensi nez karbondtového a na variabilnich
nabojich. To plati zejména pro mnohdy hrub¢ zrnité primarni kfemicitany jako Zivce nebo
slidy. Ro¢ni proména silikati protony v mirné humidnim klimatu je asi (1 — 2) kmol/ha.

Reakce je ireverzibilni, protoze se pii ni silikaty rozpoustéji.

Tlumenti silikaty je ekologicky velmi dilezité. Na jedné stran¢ zpusobuje uvolilovani zivin,
na druhé stran& umoziuje pti hodnotach pH < 5 tvorbu fytotoxickych iontit AI** (Al- tlumiva
oblast podle Ulricha) a vyvolavd tak ochuzeni pid o vyménitelné zivinné kationty.
To se uplatiiuje zejména u Mg pii vzniku nékterych novodobych poskozeni lesnich porostt

(Zech W. & E. Popp, 1983, l.c.).

4.3.4  Tlumeni oxidy, hydroxidy a hydroxid-solemi

Toto tlumeni spociva v protonizaci OH-skupin uvedenych sloucenin. Pfi tom se tyto
slouceniny rozpoustéji a uvoliluji ekvivalentni mnozstvi kationti. Napt. Al-hydroxidy reagu;ji

takto
Al(OH); + 3H" + 3H,0 — Al(OHy)s" (4-17)
TotéZ plati pro hydroxo-Al-polymery na jilovych mineralech, které reaguji s protony takto

[Al(OH);s]** + 15H" — 6AI" + 15H0 (4-18)

Tak jako u jilovych minerald vedou i tyto tlumivé reakce k vyménitelnym nebo rozpustnym
Al-iontim. Stejnym zptusobem reaguji Al-hydroxid-soli, napt. AIOHSOy, jejichz existence

se predpoklada v kyselych padach s ptisunem sirand. P¥i tom vedle A" vzniké té rozpustny
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SO4>. V silné& kyselé oblasti takto vazany SO4> se ve velmi silné aZ extrémng kyselé oblasti

op¢t uvoliuje.

Analogicka protonizaéni reakce u Fe'" -oxidi a -hydroxidé ma kvili jejich extrémné nizké
rozpustnosti vyznam aZ p¥i velmi nizké hodnot& pH (< 3). Oproti tomu spotiebuji Fe'" -oxidy

protony, pokud jsou zredukovany

4FeOOH + CH,O + 8H  — 4F¢*" + CO, + 7H,0 (4-19)

CH,O0 zde ptedstavuje modelovy vzorec pro biomasu, kterd je nutna pro redukci, jez zpravidla

- _oxid

probiha mikrobialng (-biologicky). Je-li ion Fe*" op&t zoxidovan, vznika Fe
a ekvivalentni mnozstvi H-iontu a opét se vraci tlumiva kapacita. Ta se snizuje tehdy, pokud

se ionty Fe*” vymyvaji.

4.4 Kysela a zasadita neutraliza¢ni kapacita pid, potieba vapnéni

Kapacita ptidy, schopna neutralizovat kyseliny se novéji oznacuje jako kyseld neutralizaéni

kapacita (KNK), naopak kapacita schopnd neutralizovat zasady (baze) jako bazické (zasaditd)

neutralizacni kapacita (BNK). KNK a BNK =zavisi na mnozstvi tlumivych substanci

uvedenych v odst. 4.3 obsazenych v pudé a jsou kvantitativnim vyjadienim pro jeji tlumivou

kapacitu viici kyselindm a zdsadam.

V priibéhu vyvoje plid v humidnich klimatech KNK v disledku stadlého piisunu H-iontd
zvolna klesa. Soudasnd z pid mizi kationty kovii (Na*, K, Mg®", Ca®", AP’" aj.), které jsou
nahrazovany protony. Sou¢asn& vzniklé kyselé skupiny (napt. COOH) a kyseliny (napt. Al’")
mohou byt p¥isunem bazi (OH-, COs>, HCO3) &asteénym zvratem okyselujicich reakei opét
neutralizovany (deprotonizovany). S rostoucim okyselovanim, tj. poklesem KNK, roste tedy
BNK. Podle ni se pak napf. odmétuje mnozstvi vapna jako baze, potifebné k neutralizaci plidni

kyselosti vzniklé okyselovanim a tak ke zvySeni hodnoty pH (potieba vapnéni).

V zemich s rozvinutym prumyslem byla v poslednich 100 letech piidam atmosférou dodavana
zvySena mnozstvi H-ionth a zbyvajici KNK je tedy dulezita pro zhodnoceni jejich
zatizitelnosti kyselinami. KNK ur¢ité pidy je rovna sumé vSech kovovych kationtl vazanych
anionty slabych kyselin nebo slab&é kyselymi funkénimi skupinami. Je tedy identicka
se sumou neprotonizovanych tlumivych substanci. Jak bylo vysvétleno v pifedchozim

odstavci, reakéni rychlost tlumivych latek kolisa v Sirokych mezich. Titruje-li se v laboratofi
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zemina kyselinou nebo zasadou, zachyti se pouze rychle reagujici podily KNK (pod vychozi

hodnotou pH) resp. BNK (nad vychozi hodnotou pH).

Takové titracni kiivky pro 3 plidy jsou znazornény na obr. 4-4. Jedna se o 3 silné az extrémné
siln¢€ kyselé ptidy s proménlivym obsahem jilu a huminovych latek. Poslednimi Ize zdivodnit
rozdily ve velikosti a druhu tlumeni. Horizont Oy, (27,2 % Ciot.) md mnohem vyssi tlumivou
kapacitu (vyjadifenou v mmol chem. ekv./kg a jednotku pH), nez oba horizonty mineralnich
pud (rtizné stupnice na ose x!), z nichz jilem bohatsi By -horizont (s 22 % jilu) opét silnéji

tlumi nez jilem chudsi (16 % jilu) horizont Cy.

Razny druh tlumeni se projevuje v pribchu titracni kiivky: Kiivka Oy -horizontu je témét
linearni, coz svéd¢i 1 o tom, ze pufracni kapacita je v Sirokém rozpéti hodnot pH pftiblizné
konstantni. Protoze tlumeni je vtomto pfipadé¢ v podstaté¢ dano funkénimi skupinami
na huminovych latkach, ukazuje se, ze kyselost téchto skupin je skoro rovnomérné rozdélena
pro celou oblast hodnot pH. Titracni kiivky By - a Cy -horizontii, chudSich na huminové
latky, vykazuji oproti kiivce Oy body inflexe. Mezi hodnotami pH 4 a 5 maji pon¢kud vyssi
tlumivou kapacitu nez nad a pod témito hodnotami. Toto tlumeni je zptisobeno vyménitelnym
Al, ktery byl vytésnén, protoze titrace probéhla v roztoku KCl (ckcr = 0,1 mol/l) a podle

rovnice

AlOH,)e™" + 30H — AI(OH); + 6H,0 (4-20)

se spotiebovala baze. Pti hodnotach pH nad 5 se pak neutralizuji protony variabilnich néboj,
tj. slabé kyselé skupiny na postrannich plochach jilovych minerald a na hydroxo -Al-
polymerech, ale také na huminovych latkach. H' -spotiebu v silné az extrémné kyselé oblasti

3 pud (KNK) bezpochyby zplisobuje protonizace Al-hydroxidu a jilovych minerald.

Z titraCnich kiivek lze také odvodit mnozstvi vapenatého hnojiva (,,vapna*), které potiebuje

kysela piida ke zvySeni pH o urcitou hodnotu. Tato tzv. potieba vapnéni (vlastné BNK)

vztazend na zdsady CaO nebo CaCOs, se vSak nedd exaktné odvodit z hodnoty pH puady,
protoze tato podchycuje jen maly podil celkové acidity. Tak oba minerdlni horizonty
na obr. 4-4 sice maji piiblizn¢ stejnou hodnotu pH: @), avSak jilem bohatsi horizont B v
by mél vcelém rozsahu nad pH 4 zhruba dvojndsobnou potiebu vapnéni oproti na jil
chud$imu horizontu Cy. Podstatné vys$i potfebu vapnéni by mél horizont Op. Proto
by hodnota pH siln¢ okyselenych lesnich pid pfi povrchovém vapnéni malymi davkami

vapna vzrostla jen malo.
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4.5  Hodnoty pH puad

Hodnota pH pudy, vice ¢i méné tésné spjatd s mnohymi jejimi vlastnostmi a navic snadno

vvvvvv

jak napt. vyplyva z tab. 4-1. V nasledujicim odstavci bude vylozeno, jak jsou rtizné hodnoty

pH ptd vysvétlitelné jejich slozenim.

4.5.1  Alkalické pady

Pidy aridnich a semiaridnich oblasti se slabym nebo zcela chyb&jicim vymyvanim maji

vétSinou alkalické (zésadité) hodnoty pH. To z¢asti spociva v tom, Ze srazkami piinaSeny
sodik v iontovém obsazeni nebo dokonce zésadité reagujici Na,CO; zUstavaji v pad€. Mefi-li

se hodnota pH ptdy s vyménnym Na ve vodé, dochazi k nasledujici reakci

-INa + H,O — -]JH + Na' + OH (4-21)

Tato hydrolytickd vyména Na vede k disociaci H>O, protoze H-ionty jsou na variabilnich
nabojich daleko silngji vazadny nez Na. Zbyvajici ionty OH  zvySuji hodnotu pH plidniho
roztoku, a to tim vice, ¢im vice vymeénitelného Na je k dispozici. Rovnéz Na z posypovych

soli muze lokaln¢ vést k hodnotam pH pres 8.

Protoze je vétSinou ptitomen CO,, vznika misto NaOH (viz vySe) Na,COs, jehoz hydrolyza
(Na,CO3; + H,O — NaHCO; + NaOH) zptsobuje vysokou hodnotu pH (az 11) pad
obsahujicich Na,CO;. Cim takové piidy obsahuji vice soli, tim slabii je vyména Na
za H-ionty a tim méné alkalicky je ptdni roztok. Naopak hodnota pH siln¢ vzrasta, pokud

se v téchto pudach zesili hydrolyza ptfitokem vody s nizkym obsahem soli nebo bez nich.

4.5.2  Pudy obsahujici CaCO;

Hodnota pH karbonatovych (CaCO;_obsahujicich) pid je vyluéné ur€ovéana rozpustnosti

CaCOs a parcialnim tlakem CO; (pcoz). Pro soustavu CaCO;3 - CO, - H,O vyplyva hodnota
pH pfti 25 °C (pcoz v kPa) ze vztahu

pH = -0,671lgpcor + 7,23 (4-22)

Rovnice 4-22 plati i pro karbonatové pidy (tab. 4-2). Pro obor parcialnich tlaktit CO, v nich
se vyskytujicich mezi 0,032 kPa az 1 kPa pak vyplyva rozsah hodnot pH 8,2 az 7,2. Hodnota

pH tedy poklesne pod cca 7 az tehdy, je-li vSechen reakce schopny uhli¢itan spotifebovan,
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tj. rozpustén. Dolomit je méné rozpustny nez kalcit, a proto rovnovazné hodnoty pH jsou

pon¢kud nizsi.

4.5.3 Slabé kyselé pudy

Hodnota pH slabé kyselych ptd sice rovnéz zavisi na parcialnim tlaku CO,, ale je vétSinou
vys$$i nez u Cisté vody. Pro €istou vodu v zavislosti na parcidlnim tlaku CO, pro hodnotu pH

plati

pH = -0,51gpco> + 4,9 (4-23)
zatimco pro bezkarbonatovou ptdu byl zjistén tento vztah:
pH = -0,361gpco> + 6,4 (4-24)

Vyssi hodnota pH pldy oproti Cisté vodé spociva prevazné v tlumeni variabilnimi naboji.

4.5.4  Kyselé a silné kyselé piady

Pod hodnotou pH 5,5 jiz neni reakce plidy ovliviiovana parcidlnim CO,. Kyselinou urcujici
hodnotu pH se stava Al, stale vice se vyskytujici v pidnim roztoku (rovnice 4-1). Protoze je

v rovnovaze s vyménitelnym Al, klesa hodnota pH s rostoucim sycenim Al (obr. 4-3).

Hodnoty pH niZs8i nez cca 3,5 jiz nemohou byt v souvislosti s hydrolyzou Al podle rovnice
4-1, protoze koncentrace hliniku v ptidnim roztoku k tomu jiz nedostacuje. Tak nizké hodnoty
vznikaji bud’ volnymi silnymi kyselinami jako napf. H,SOs zoxidace pyritu, nebo
organickymi kyselinami. Vyskytuji se proto pfedevsim v piidach obsahujicich sulfidy Zeleza

(napf. kyselé siranové ptidy) nebo v organickych horizontech.

4.5.5 Casové a prostorové zmény

Hodnota pH rtznych pad kolisd v zavislosti na jejich slozeni v Case i prostoru. Tak napf.

v humidnich klimatech v pritbéhu vyvoje piid hodnota pH klesd jiz v kratSich casovych

usecich a s ni také podil iontt alkalii a alkalickych zemin na kationtovém obsazeni (obr. 4-5),
které se nahrazuji nevyménitelnym vodikem na variabilnich nabojich a kysele reagujicim AI**
na permanentnich nabojich. Podil kationtl alkalii a alkalickych zemin proto nejcastéji

koreluje s hodnotou pH (viz. odst. 3.2.5.2).

39



Podle druhu a mnozstvi tlumivych substanci rychlost poklesu hodnoty pH s ¢asem kolisa.
V tlumivé oblasti urcitych tlumivych substanci, napt. uhli¢itani nebo jilovych minerald, je
pokles hodnoty pH pomalejsi, nez mezi t€émito oblastmi. To také vyplyva z rozdéleni cetnosti
hodnot pH vétSiho poctu piid: maxima se nachazeji v rozpéti hodnot pH 6 az 7 a 3,6 az 4,6.
Prvni obor Ize ptisoudit tlumeni vSech variabilnich nabojti, druhy pak uvolnéni Al z jilovych

mineral a hydroxida.

Protoze vétSina H-iontd vznikd mikrobiologickym rozkladem mrtvé biomasy a ten probiha
ptedevsim na povrchu, klesd hodnota pH v pidnim profilu obvykle smérem k povrchu.
Vyjimku pfedstavuje v kyselych lesnich ptidach horizont L (opad), ktery, a¢ povrchovy, je
casto méné kysely nez nasledujici horizonty O a Ay. Je to zplisobeno bazemi obsazenymi
v opadu, zejména organickymi a HCO; -anionty, které se uvolnuji pfi odbourdvani

organickych aniontll. Oba neutralizuji H-ionty (viz odst. 4.2.1 - 4.2.2).

Pti preméné pud pod pfirozenou, nejcastéji lesni vegetaci, na ornou pudu, zvySuje se jeji
hodnota pH alesponl v ornici na 5 az 7 vapnénim, zatimco spodina vykazuje jesté ptavodni

nizké pH.

Casové fluktuace hodnoty pH nachazime v puidach, ve kterych stiidavé probihaji oxidacni
a redukéni procesy (napf. v pudach ryzovist). Béhem redukéni faze je jejich hodnota pH
vys$i, protoze se H-ionty spottebuji pii redukei (viz. rovnice 4-19), zatimco H-ionty uvolnéné

pii oxidaci hodnotu pH snizuji.

Vétsi prostorové rozdily hodnot pH, az 2 jednotek, se vyskytuji v milimetrové oblasti
rhizosféry (obr. 4-6). Hodnota pH rhizosféry je nizsi nez v samotné ptidé, je-li ptfijimano vice
kationtli neZ aniontii, napf. pii prevazujici vyzivé NH, ' ; naopak je vyssi, je-li pfijimano vice
aniontli nez kationtli, napft. pfi prevazujici vyzivé NOs". Tyto rozdily hodnot pH jsou tim vétsi

a dosahujici tim dale, ¢im je ptida slabéji pufrovana.

Rovnéz v blizkosti granuli hnojiv se hodnota pH miize zietelné odchylovat od ostatni pidy,
pokud pfi pfeméné hnojiva vznika kyselina. Velmi nizké hodnoty pH se napf. objevuji
pfi pfeméné dihydrogenfosfore¢nanu (napi. v superfosfatu) na hydrogenfosforecnan, kdy
soucasn¢ vznikd volnd H;PO, nebo kdyz jsou amonné soli oxidovany na HNO;

(viz rovnice 4-2).
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4.6 Pozadavky na hodnotu pH u kulturnich puad

Byly zjiStény vztahy mezi vynosem a hodnotou pH pud, ze kterych lze odvodit optimalni
hodnotu pH potiebnou k dosazeni hospodarného optimalniho vynosu. Optimalni hodnota pH
zéavisi na fad¢ ekologicky ptlisobicich padnich vlastnosti, které na zmény pH rozdiln¢ reaguji.
Sem patii napt. toxické pisobeni Al a Mn, pfijatelnost makro- a mikrozivin a také tézkych

kovii, odbouravani humusu a struktura ptdy.

V kazdém piipadé ma byt hodnota pH tak vysoka, aby se nemohly projevit toxicky
a antagonisticky piisobici koncentrace Al a Mn. S rostouci hodnotou pH se vSak mikroziviny
jako Mn, Cu, Zn a B stavaji pro rostliny méné pfiijatelnymi. Podobné plati pro fosforecnan,
jehoz koncentrace v ptidnim roztoku pii hodnotach pH nad 6 klesa (viz obr. 3-19), protoze
na sebe vzajemné pusobi s neustdle hiife rozpustnymi Ca-fosfaty. Rostouci hodnota pH
povzbuzuje c¢innost mikroorganismii a vsilnéji kyselych lesnich ptidach dochazi
k intenzivnéjSimu odbourdvani huminovych latek. Konecné¢ vétsi podil vyménného Ca,
pfedev§im na variabilnich ndbojich a zejména vétsi koncentrace Ca v pidnim roztoku

podporuji tvorbu agregat jilovych pud.

Tyto souvislosti se projevuji pii zohledilovani obsahu jilu a humusu (jako snadno zjistitelnych
charakteristik) pfi volbé optimalni hodnoty pH pro ornou ptadu. V SRN se napi. pro pudy
s <5 % jilu (a <4 % org. substance) doporucuje hodnota pH (CaCl,) jen 5,5, protoze se tak
souCasn¢ zamezi jak toxicité Al (pH dostatecné vysoké), tak nedostatku Mn (pH dostate¢né
nizké) v takovych, vétSinou na Mn chudych piidach. Piedevsim z diivodi zlepSeni struktury
vzrustd optimalni hodnota se stoupajicim obsahem jilu (tab. 4-3). Nedostatek mikroprvka je
u jilovitych stfedoevropskych ptid méné pravdépodobny, protoze jejich celkovy obsah je
vétSinou dostatecny.

V byvalé NDR byly pro jednotlivé pladni druhy doporuceny optimalni hodnoty pH
(0,1M KCl), odpovidajici hodnotam pH (CaCl,) navrzeny takto: pis€itd 5,5; hlinitopiscita 5,8;

piscitohlinita a piscita hlina 6,1; hlinita 6,3; jilovita 6,4. V Britanii se pro pidy, na nichZ jsou

v osevnim postupu zastoupeny hlavné brambory a Zito, povazuje za vyhovujici hodnota
pH (H,O) 5,5, pro oves, psenici a fepku 6,0 a pro cukrovku, jecmen, bob a hrach 6,5.
V Holandsku, kde jsou piidy z&asti ovlivnény vysokou hladinou spodni vody, se optimalni
hodnota pH fidi podle zrnitosti (frakce < 16 pm), pidotvorného substratu, obsahu organické
slozky a ¢astecné podle osevniho postupu. Jako optimalni pH (IM KCI) u jilem chudych
pisCitych pid (< 5 % org. latek) se doporucuje 85,1 ( 50 % brambory a obiloviny)
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a 5,7 (25 % cukrovka a 75 % obiloviny) a u jilem bohatych nivnich a spraSovych pud,
nezavisle na osevnim postupu, 6,4 resp. 6,6.

Ptedlozené srovnani vesmés ukazuje, ze pro pudy snizSim obsahem jilu se doporucuji
podobné, avsak pro jilovitéjsi nizsi hodnoty pH, nez v SRN. Tak napt. doporuceni v SRN, aby
se pudy s > 17 % jilu (napf. tfeba na sprasi), upravovaly na hodnotu pH 7 (tab. 4-3) nebo
dokonce vépnily na obsah CaCO; (0,2 — 1) %, neni polnimi pokusy doloZeno. Hodnotu

pH(CaCl,) 6,5 pro takové pidy je mozné povazovat za dostatecnou.

Obsahuji-li pidy vice nez 4 % organické substance, doporucuje se v SRN nizsi hodnota pH,
neZ je uvedeno v tab. 4-3. Napft. pii (9 — 15) % je to hodnota pH 5,0 az 6,0 (piscité-jilovité)

a pii zornénych vrchovistnich ptidach 4,0.

U siln¢ zvétralych tropickych a subtropickych pud (ferralsoly, acrisoly, nitosoly) se vétSinou

pozaduje jen takova hodnota pH, kterou by se pfijatelny Al snizil na neSkodné mnozstvi,

protoze véapenata hnojiva nejsou vzdy dostatecné k dispozici.

U trvalych travnich porosti na minerdlnich pidach jsou v humusovém horizontu hodnoty

pH 5,0 az 5,5 dostacujici pro ziskani kvalitni pice (botanické slozeni, obsah mikroprvki),

u vrchovistnich travnich porostt 4,5.

V Ceské republice se pidy podle hodnoty pH(CaCl,) tfidi podle tab. 4-4. Optimalni hodnoty

pH podle druhu ptidy jsou uvedeny v tab. 4-5.

4.7  Vapnéni

Pokud klesne hodnota pH pod jeji optimum, mize byt zvySena pouzitim zéasaditych
neutralizacnich latek. Takové bazické latky v podobé vapencl, slini a dolomith
s proménlivym obsahem uhli¢itant Ca a Mg jsou v piirod¢ k dispozici v pomérné velkém
mnozstvi a jsou zemédélei odedavna pouzivany. Dalsi vapenaté hnojivo je palené vapno
(Ca0) ziskané zihanim CaCOj v pecich.

Prida-li se do kyselé piidy CaCOs, jsou jeji H-ionty reakci s COs> neutralizovany na HCO3
a (pfi hodnotach pH < 6) na CO, + H,O. Pii tom jsou zastizeny H-ionty ptadniho roztoku,
vyménitelného Al a disociabilni vodik na slabé kyselych organickych a anorganickych
funké&nich skupinach. Cast reakci probihajicich p¥i okyselovéni, zejména reverzibilni, probiha

zpétné

[EX]HAI + 2CaCO; + H,O0 — [Ex]Ca, + AI(OH); + 2CO, (4-25)
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CaO se v pud¢ nejprve slouci s vodou na Ca(OH),, ktery pak s piidou reaguje podle rovnice

4-26 (pokud jeste predem s CO; nevytvoii CaCO3)

[Ex]s + 2Ca(OH), — [Ex]Ca; + AI(OH); + H,0 (4-26)

Hodnota pH tak vzrista, zatimco vyménny Al a Mn klesd témét k nule (obr. 4-7). Silny
vzestup vymeénného Ca nad hodnotou pH 6 je zpiisoben nahradou disociabilniho vodiku,

pfevazné na huminovych latkach.

Rychlost neutralizace vépenatymi hnojivy roste zejména s jejich jemnosti (menSimi rozméry

castic), na strané pudy pak s klesajici hodnotou pH, protoze tim vzristd gradient mezi pH
pudy a pH na povrchu Castic vapenatého hnojiva. Nad hodnotou pH 6,0 az 6,5 reaguje CaCOs3
tak pomalu, ze ani po letech nemusi byt zcela rozpustény. Vyrovnani hodnoty pH s kyselou
spodinou, tzv. hloubkové plisobeni, probihd vétSinou pomalu (obr. 4-8) a mize byt urychleno
vy$Simi davkami vapna do svrchni pudy (vysoky gradient hodnoty pH mezi povrchem
a spodinou). Vapnéni spodiny je dal$i moznost, jak zlepsit ristové podminky v kofenové zoné

pod ornici. To je nutné zejména tehdy, existuje-li tam volny Al

Potfebné mnozstvi vapenatého hnojiva zavisi vedle BNK téZ vyznamné¢ na optimalni hodnoté
pH. Na intenzivné¢ zemé&délsky vyuZzivanych pudach jsou vétSinou nutnd jen mald mnozstvi
vapna, aby se vyménny hlinik a z atmosféry pochézejici silné kyseliny neutralizovaly (v SRN
cca 50 kg CaO/ha.rok). Ma-li se vSak udrzet hodnota pH > 6, roste potieba vapnéni
exponencialné (viz téz obr. 4-7). To spociva v nutnosti neutralizovat navic i slabé kyselé
skupiny, protonizované ptredevsim kyselinou uhli¢itou produkovanou pfimo ptdou. Protoze
vsak pfi hodnoté pH(CaCl,) 6 nemtize jiz zpravidla byt s jistotou dosazeno zvySeni vynosu,
neni Uplna deprotonizace téchto mist vétSinou potiebna, kdyz navic nad tuto oblast hodnot pH
op¢t klesa prijatelnost fosforu (fosfati). Oproti tomu vépnéni, které neutralizuje vyménny Al,

vétSinou vede k podstatnému zvyseni vynosti.

U okyselenych lesnich pid se v SRN v nov¢jsi dobé zavadi kompenzaéni vapnéni kvili imisi

kyselin z atmosféry, vypoctené cca na 5 let, a to vmnozstvi (2 — 3) t/ha slinu. Vyssi
jednordzové davky se nepouzivaji, protoze organicky vazany dusik se pak pfili§ rychle

mineralizuje a mize byt vyplaven.

V Ceské republice se potieba vapnéni vyjadiend vt CaO/ha stanovi nepfimo podle zjisténé

hodnoty pH(CaCl,), druhu ptidy (zrnitosti) a zptisobu obd¢lavani (kultury). Déle se rozliSuje

vapnéni - Uprava hodnoty pH - meliora¢ni a udrzovaci. Cilem meliora¢niho vépnéni je

43



jednordzovym pouzitim vyssi davky vapenatého hnojiva dosahnout optimalni hodnoty pH.
Casto je spojeno s technickymi popf. biotechnickymi opatfenimi. Omezeni max. davek
vyplyva z tab. 4-8. Udrzovaci vapnéni ma stabilizovat soucasny stav pidni reakce doplnénim
rocnich ztrat vapniku vyluhovéanim a sklizni. V soucasnosti se priimérné ro¢ni ztrata odhaduje
asi na 215 kg CaO/ha. Podle vyse uvedenych zasad jsou pro jednotlivé piipady vypracovany
normativy davek vapenatych hnojiv (napf. tab. 4-6, 4-7).

4.8 Metody stanoveni

Hodnota pH se méfi v suspenzi bud’ v destilované resp. deionizované vodé pH(H>O) nebo
v roztoku soli (nyni zpravidla CaCl, ¢ = 0,01 mol/l, diive KCI ¢ = 1,0 nebo 0,1 mol/l) pti
pomeéru tuhé a kapalné faze 1 : 5 (diive 1 : 2,5), a to sklenénou elektrodou. Roztokem CaCl,
¢ = 0,01 mol/l se simuluje ptidni roztok, ptevladajici v zemédélsky vyuzivanych ptidach mirné
humidni oblasti. Oproti tomu jsou pudni roztoky velmi kyselych nebo siln€¢ zvétralych pid
(napf. v tropech) chudsi na soli, zejména Ca (c < 10 mol/l), takze se zde nejéastdji mék
v H,O (tzv. aktivni pH). Hodnoty pH naméfené pii konstantni koncentraci soli jsou méné

zéavislé na ro¢nim obdobi a jinych vykyvech na poli.

U pid v SRN na sprasich a piskach byly hodnoty pH(CaCl,) mezi 3,0 az 7,5 primérné
0 (0,6 = 0,2) jednotek nizsi nez hodnoty pH(H,O). To je zpisobeno vymeénou H- a Al-iontii
ionty Ca (odtud vyménné pH). Roztok soli navic alespon z¢asti potlacuje tzv. efekt suspenze.
Ten se projevuje tak, ze hodnota pH pii ponoieni sklenéné elektrody do pltidni suspenze je
v dasledku difuzniho potencidlu na referencni elektrodé ponékud nizsi nez v ¢irém roztoku

nad ni.

V UKZUZ a padnich zkusebnach, které byly ziizovany v predchozich obdobich pred vznikem
UKZUZ, prosla metodika stanoveni hodnoty pH ptd sloZitym vyvojem, ktery by si jisté
zaslouzil podrobné&jsi zpracovani. Napt. michani ptidni suspenze pii méteni se fesilo otacenim
kadinky se vzorkem a pevnym michadlem, pozd¢ji metodicky nespravné proudem vzduchu.
Rovnéz dostatecné odolnd sklenéna elektroda nebyla k dispozici a méfilo se pomérné levnou
tzv. chinhydronovou elektrodou, realizovanou nasycenim méfeného média ekvimolarni smési
piistroje, kterych se na pracovistich ustavu vystiidala fada typa. Pfes vSechen pokrok vsak
stanoveni a méfeni hodnoty pH vyzaduje peclivou préci, zejména zachazeni s elektrodou.
V soucasnosti je pro toto stanoveni zavazna revidovand norma ISO 10 390. Podrobnosti viz

Zbiral J. l.c.
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Na rozdil od hodnoty pH je vyraz pH - '/, pCa, tzv. vapenaty potencial (Schofield & Taylor),

v Sirokych mezich nezavisly na koncentraci soli v ptidnim roztoku. Jeho podstatné nizsi
variabilita nez u hodnoty pH spociva v tom, ze Gapontiv koeficient pro kationtovy par H-Ca
je vurcitych rozpétich pfiblizné konstantni a vyména Ca pii zmén€ koncentrace soli je

zanedbatelné mala.

Vyménny Al se stanovi opakovanou extrakci roztokem neutralni soli (nejcastéji KCIl nebo
NH4Cl ¢ = 1 mol/l). Naopak pfi extrakci roztokem BaCl, nebo, jeste siln€ji CuCl,, se vyluhuje

cast Al komplexn¢ vazaného huminovymi latkami.

Kyseld a zasaditd neutralizacni kapacita a tim téZ potifeba vapnéni vyplyvaji z titracnich
kiivek (odst. 4.4) Oproti extrakei roztoky neutrdlnich soli jsou pfi titraci zasadou zachyceny
1 H-1onty slabé kyselych skupin. Spotieba zasady se rovna BNK. Jednodussi postup stanoveni
tohoto disociabilniho vodiku spoc¢iva v tom, ze se ptida necha reagovat s tlumenym roztokem
soli, jehoz hodnota pH je vyS$i nez samotné pidy. Extrahované protony snizi hodnotu pH

tlumivého roztoku a mohou byt stanoveny titracné.

Na tomto principu je zalozena napi. Mehlichova metoda stanoveni celkové acidity pud
extrakci roztokem BaCl, a triethanolaminu pH = 8,1, ktera je soucasti metody stanoveni

KVKpor (odst. 3.2.6).

Pomérmné casto se pouzivaji metody stanoveni H-iontl (a soucasné potieby vapnéni)
v sorpénim komplexu pidy postupem s dvojim méfenim pH. MEfi se v suspenzi pied
a po piidani vhodného tlumivého roztoku s linearni zavislosti pH -[H'] v rozpéti hodnot pH
napt. 4 az 7. Podrobnosti viz Zbiral J. l.c. Metod je vic a liSi se piedevSim slozenim
a hodnotou pH pouzitého tlumivého roztoku - pufru (viz napt Zbiral J. l.c., Schefler-
Schachtschabel 1.c., Hoffman G. l.c.). Tak napf. Adams a Evans pouzivaji pufr o pH = 8,00,
Mehlich 6,60. V SRN je oficialni metoda podle Schachtschabela, pouzivajici roztok octanu
Ca ¢ = 0,5 mol/l s hodnotou pH 7,5. Ten reaguje s vyménnym Al a casti disociabilniho H

takto

[Ex]a + 2 (CH;COO),Ca + 3H,0 — [Ex]Ca; + 4 CH;COOH + Al(OH); (4-27)

Pokles hodnoty pH vzniklou CH3;COOH je umérny potiebé bazi resp. potfebeé vapnéni pudy.
ProtoZze neutralizacni kiivka v rozpéti hodnot pH cca 4 az 7 ma pfiblizné linearni pribéh
(obr. 4-4), mize byt zvychozi hodnoty pH plidy a jeji potfeby vapnéni na pH = 7,0

s dostatecnou piesnosti vypoctena potieba vapnéni pro libovolnou hodnotu pH.
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Obr. 4-1. Oblasti srazeni hydroxidi AI(OH); a Fe(OH); v zavislosti na pH
a koncentraci roztoki. (Okac A., L.c.).
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Obr. 4-2. Vztah mezi pH a obsahem Al v nasyceném extraktu u pid na sprasi.

(Schachtschabel P. & C. G. Heinemann, neuver., in:Scheffer, Schachtschabel, l.c.,
upraveno).
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Obr. 4-3. Vztah mezi pH (1M KCI) a Al-sycenim pud na sprasi, vztazenym na KVK,.
(Schachtschabel P. & C. G. Heinemann, neuver., in: Scheffer, Schachtschabel, l.c.,
upraveno).
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Obr. 4-4. Titra¢ni kiivky: 1. organického horizontu Oy, (47 % org. slozky), 2. horizontu
hnédnuti B, (22 % jilu) podzolované hnédé pidy na fylitové suti, 3. zvétralinového
horizontu C, (16 % jilu) podzolu na Zulové suti ve Smréinach. (Podle P. Siissera, in:
Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno).
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Obr. 4-5. Pokles hodnoty pH(H,O) a relativni ubytek vyménitelnych K, Mg a Ca
v alfisolu jizni Nigerie s osevnim postupem kukufFice-cizrna béhem 4 let. (Podle H.
Grimme, in: Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno).
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Obr. 4-6. Rozsireni zmény pH béhem casu v okoli koiene podzemnice olejné v ornici.
(Podle Schallera G. & W. R. Fischera, in: Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno).
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Obr. 4-7. Vyménny Al, Mn a Ca jako funkce zmény pH vyvolané vapnénim nebo
okyselovanim. [Puda: orni¢ni horizont hnédé pidy na soliflukéni sprasové hliné,
Bavorsko. Vychozi hodnota pH(CaCl,: 5,3]. (Podle Schwertmanna U.& H. Amanna,
neuver., in: Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno).
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Obr. 4-8. Hodnoty pH jemné pisCitohlinité pudy v rizné hloubce 9 a 23 let po
povrchovém vapnéni 0, 10, 20 a 40 t CaO/ha. Trvaly travni porost, srazky 1130 mm/rok.
(Podle Browna B. et al., in: Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno).
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Tab.4-1. Ttidéni pid podle hodnoty pH(CaCl,) v SRN
(Scheffer, Schachtschabel, l.c., upraveno)

Pudni reakce Hodnota pH
Extrémné kysela <3,0
Velmi silné€ kysela 3,0-3,9
Siln¢ kysela 4,0-4,9
Mirné kysela 5,0-59
Slabé kysela 6,0 -6,9
Neutralni 7,0
Slabé alkalicka 7,1-8,0
Mirn¢ alkalicka 8,1-9,0
Siln¢ alkalicka 9,1 -10,0
Velmi siln€ alkalicka 10,1 -11,0
Extrémné¢ alkalicka >11,0

Tab.4-2. Hodnoty pH (H,O) piid a vody v zavislosti na parcidlnim tlaku vzdusného CO,
(1 kPa =1 0bj.%) (Whitney R.S., Gardner R., in: Scheffer, Schachtschabel, l.c.,
upraveno)

Parcialni tlak vzdusného CO, (kPa)
0,03 0,1 1 10
Solonéc 9,0 8,6 7.9 7,2
Pida s 9 % CaCO; 8,3 8,0 7,35 6,7
Ptda bez CaCOs 6,9 6,7 6,35 6,0
Destilovana voda 5,65 5,4 49 4.4
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Tab. 4-3. Smérnice SRN pro Zadouci hodnoty pH (CaCl, ) v zavislosti na piidnim druhu.
Jil < 0,002 mm. Obsah organické sloZky < 4 %. Pidni druhy podle DIN 4220. (Scheffer,
Schachtschabel, l.c., upraveno)

Pidni druh Obsah jilu pH (CaCl,)
(%)

Pisek (0,063 —2,0) mm

Prach (0,002 — 0,063) mm <3 33

Pisek slab¢ hlinity

Prach velmi slabé jilovity >-12 6,0

Pisek stiedné jilovity

Prach slabé jilovity 13-17 6,5

Hlina slabé¢ piscita az jil

Prach stfedné jilovity > 17 70

Tab. 4-4. Kriteria hodnoceni piidni reakce (Cermak P. a kol., l.c.)

Hodnota pH Pidni reakce
<4,5 Extrémné kysela
4,6 -5,0 Siln¢ kysela
5,1-5,5 Kysela

5,6 -6,5 Slabé kysela
6,6 —72 Neutralni
73-17,7 Alkalicka
>7.7 Siln€ alkalicka
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Tab. 4.-5. Optimalni hodnoty pH (Cermak P. a kol., Lc.)

Druh pady Optimalni pH
Piscita 55(+0,2)
Hlinitopiscita 6,0(+0,2)
Piscitohlinita 6,5(£0,2)
Hlinita, jil 7,0 (£0,5)

Pro louky a pastviny (TTP) je udavano optimalni pH mezi 5,0 — 6,0.

Tab. 4.-6. Ro¢ni normativy davek vapenatych hnojiv (t CaO/ha) — orna piida a ovocné

sady (Cermak P. a kol., l.c.)

Lehka puda Stiedni pida Tézka pada

pH t CaO/ha pH t CaO/ha pH t CaO/ha
<4,5 1,20 <45 1,50 <5 1,70
4,6 -5,0 0,80 4,6 - 5,0 1,00 4,6 - 5,0 1,25
5,1-55 0,60 5,1-55 0,70 5,1-55 0,85
5,6-5,7 0,30 5,6-6,0 0,40 5,6 -6,0 0,50
6,1 - 6,5 0,20 6,1 - 6,5 0,25
6,6 — 6,7 0,20

Tab. 4.-7. Ro¢ni normativy divek vapenatych hnojiv (t CaO/ha) — trvalé travni porosty
(Cermak P. a kol., L.c.)

Lehka pida Stiedni piida Tézka pida
pH t CaO/ha pH t CaO/ha pH t CaO/ha
<45 0,50 <45 0,70 <45 0,90
4,6 -5,0 0,30 4,6 -5,0 0,50 4,6 -5,0 0,70
5,1-5,6 0,25 5,1-55 0,35
5,6-6,0 0,20




Tab. 4.-8. Maximalni jednorazova davka CaO na 1 hektar (Cermak P. a kol., L.c.)

Pitdni druh Maximz’ll(lg l:laz';vka CaO
Piscita (Iehka) 1,0
Hlinitopiscita (Iehka) 1,5
Piscitohlinita (stfedni) 2,0
Hlinita (stfedni) 3,0
Jilovitohlinita, jilovita (t¢zka) 5,0

Prekroci-li potteba vapnéni uvedené davky, je tieba vapnit opakované v kratkych intervalech,
nejlépe do 2 let.

Tab. 4.-9. Kategorizace ptid podle obsahu uhli¢itani (Cermak P. a kol., l.c.)

Pady % uhli¢itant
Nevapnité <0,3 %
Slab¢ vapnité (0,3-3,0) %
Vépnité (3,1 -25,0) %
Sliny (25,1 - 60,0) %
Vépenaté zeminy > 60,0 %
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