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Vybrané kapitoly z pedologie prochemiky

RNDr. Ivo Honsa
Usttedni kontrolni a zkudebni tstav zemeédglsky, Oddéleni specialnich analyz pad Liberec,
Vanurova 6, 460 O1 Liberec

1. Zrnitostni dozeni puady (textura)
1.1. Uvod

Tuha faze zemin je smési zrn minerdli, Glomka hornin, novotvari a ¢éstic humusu
razného tvaru a velikosti. Jako zrnitogt, zrnitostni ¢i mechanické sloZeni nebo textura zemin
se oznxtuje rozdéleni velikosti zrn jako diskrétnich izolovanych ¢astic. Ty se v3ak
v zeminach vyskytuji ziidka a vétSinou jsou vice ¢i méne stmeleny do agregéti. Pojem
zrnitosti pak zpravidla znamena rozdéleni jednotlivych minerdnich zrn, jak se ziskavaji
dispergaci agregétic konvencnim zpisobem co nejUplnéjSim rozruSenim tmelicich latek.
Agregaty a organicka slozka se do zrnitosti nezahrnuiji.

Zrnitostni sloZeni je nesporné jednou z nejdulezitejSich padnich charakteristik, ktera spolu
s dalSimi charakteristikami ur¢uje fadu fyzikanich a chemickych vlastnosti, ovliviiuje
pudotvorné procesy, filtraci anorganickych a organickych latek a padni Urodnost, tedy
stanovi&tni podminky pro rostliny.

1.2. Tvar apovrch ¢astic

Tvar a velikost zrn jsou dany druhem a velikosti zrn minerali v matecnich horninach,
prabéhem fyzikalniho a chemického zvétravani a velikosti zrn novotvart. Pripadny transport
vodou ¢i vétrem vede k zaoblovani ¢astic a téz k jejich diferenciaci. V hrubSich — pis¢itych
a prachovych frakcich prevladaji zrna tvaru kulového nebo nepravidelnych mnohosténd,
protozZe jsou z velké ¢asti tvoreny nestépnym kiemenem s lasturnatym lomem. V jemnéjSich
frakcich stoupd podil listkovitych a Supinkovitych ¢éstic, tvorenych slidami a jilovymi
minerdly — tedy silikédty s vrstevnatou stavbou krystalové miizky a zpravidla s dobrou

Stépnosti v jednom smeru.



Tvar padnich ¢astic podstatné ovliviiuje jejich vzgemné usporadani. Tak napt. 4 kulové
céstice maji pri tésném uspoiddani 6 dotykovych boda, ale 4 listkové ¢astice se vzgemné
dotykaji % celkového povrchu. Listkové castice proto pii vhodném uloZeni zpusobuji
vysokou kohezi. S klesgjici velikosti zrna se pri stejném celkovém objemu rychle zvétSuje
pocet zrn ajejich povrch, jak vyplyvaz tab. 1- 1, odvozené pro kulové ¢astice.

Jak jiZz bylo feceno, v jemngjSich frakcich stoupa podil listkovitych ¢astic a nékteré jilové
materidly s roztaZitelnou miizkou maji navic velky vnitfni povrch, takze skutecny povrch

jilové frakce maZe doséhnout a2 400 m?.g™ .

1.3. Klasifikace zr nitostnich frakci

Elementarni pudni castice se tridi do skupin danych urgitym rozpétim velikosti,
tzv. zrnitostnich frakci nebo kategorii. Klasifikace do kategorii neni libovolng, ale frakce
0 prislusném rozpéti velikosti zrn mé mit neékteré shodné zakladni fyzikéini nebo fyzikalné
chemické vliastnosti, které ma téZ zastupovat ve smési s ostatnimi kategoriemi. Jednotlivé
obory zabyvajici se padni texturou se v této klasifikaci prirozené obcas lisi. V zemedélské
pedologii (a v pribuznych oborech) se voli tak, aby vyjadiovala vztah viastnosti jednotlivych
frakci ke stanovi&nim poZadavkim péstovanych rostlin.

Ve vétding klasifikaci je zé&kladnim délitkem mezi skeletem a jemnozemi rozmeér 2 mm,
ktery byl zvolen proto, Ze v pripadé kulovych ¢éstic je horni  hranici kapildrniho pohybu
vody. Frakce nad 2 mm — skelet — jiZ nem& schopnost vodu zadrZovat. Jednim z prvnich
objektivnich tridéni jemnozemé byl Atterbergiv  systém, zaloZeny na predpokladu
rovnomérného zastoupeni &astic. Jde o sestupnou geometrickou fadu s konstantou 102 =
=0,316 a sled velikosti zrn je tedy : 2 — 0,63 — 0,2 — 0,063 — 0,02 — 0,0063 - 0,002 mm.
V logaritmické stupnici hodnota 0,63 déli interval 2 — 0,2 na dvé geometricky stejné ¢asti.
Toto tidéni se v nekterych zemich s malymi obménami udrZelo dodnes a znovu se uplatiuje
v norméch ISO. Napt. systém tridéni v SRN je 2 — 0,063 — 0,002 — 0 mm (s mezihodnotami
0,63 —0,2; 0,02 — 0,0063; 0,00063 — 0,0002 mm), ve Svycarsku av USA 2 — 0,05— 0,002 —
0 mm. U nés byla pivodné zavedena klasifikace Kopeckého, zprvu pievzata od Schoneho,
pro kterou byl téZ7 konstruovan dosud jedté¢ obcas pouzivany plavici pristroj. Jemnozem
pod 2 mm se jim rozttidi na 4 kategorie : |. jilnaté ¢astice pod 0,01 mm, Il. prach 0,01 —
0,05 mm, Ill. préSkovy pisek 0,05 — 0,10 mm a IV. pisek 0,10 — 2,00 mm. Dosud n¢kdy
pouZzivané upravené podrobnéjsi tiidéni a pojmenovani zrnitostnich frakci podle Kopeckého

je uvedeno v tab. 1- 2. Pro U¢ely komplexniho prizkumu zemedglskych pad, ktery probihal



v letech 1961 az 1971 (KPP), bylo pouzito tiidéni podle tab. 1- 3, uZivané v zemédélské
pedologii jako oficidlni dosud.

V systémech tridicich jemnozem na 3 frakce se obvykle nejjemnéjSi nazyva jil, stredni
prach a nejhrubsSi pisek. Rozpéti velikosti ¢astic téchto frakci se ponékud lisi podle zemi
a obori pouziti. Tak napt. CSN 72 1001, uréena ovem pro stavebni potazmo geotechnické
Ucely a v sou¢asné dobé postupné nahrazovana jednotlivymi CSN EN 1SO (1.c.), uvadi tato
rozpéti: pod 0,005 mm, 0,005 — 0,063 mm a 0,063 —2 mm. V USA se vedle vy3e uvedenych
rozpéti pouzivaji téz tato : pod 0,005 mm, 0,005 — 0,05 mm a 0,05 — 2 mm. CSN EN SO
14688-1, urc¢end opét pro inzenyrské Gcely, predepisuje pro zékladni frakce tato rozpéti:
pod 0,002 mm, 0,002 — 0,063 mm a 0,063 — 2 mm. Mezihodnoty a rozpéti velikosti ¢astic
skeletu a7 nad 630 mm dasledng sleduji fadu s konstantou 102 popt. 102 Pro opatient
na ochranu pudy, pro sanaci kontaminovanych oblasti a pro pedologické Ucely obecné
se nékde jiz pouziva SO 11259.

Céstedng jiz zminované mineralogické sloZzeni jednotlivych zrnitostnich frakci je
vysledkem zvétravacich, padotvornych a popt. transportnich procesi. Obecn¢ plati, ze
s klesgjici velikosti ¢astic se snizuje podil zbytkt hornin, zastoupenych hlavné ve skeletu,
snizuje se podil primérnich minerdld a naopak vzrastd podil minerdla sekundarnich.
V jemnozemi je ve v&ech frakcich s vyjimkou jilu, dily své odolnosti, silné zastoupen kifemen.
Byva vsak pritomen i v jilovych frakcich. Draselné Zivce jsou v malé mite zastoupeny
ve frakcich mensich rozméra, ve fyzikdlnim jilu se vyskytuji ziidka. Snaze zvétratelné
plagioklasy (sodno- vapenaté Zivce), amfiboly, augity gj. se vyskytuji ztidkaav jiloveé frakci,
prévé pro svij rychlejsi rozklad, se viitbec nevyskytuji. Slid piibyvé se zmenSovanim rozmeru

Céstic, v jilove frakei jsou vSak nahrazovany jilovymi mineraly.

1.4. Zrnitostni rozbor

1.4.1. Dispergace zemin

Predpokladem spravného provedeni zrnitostniho rozboru je co nejdokonalejSi vzgemné
oddéleni vSech jednotlivych ¢astic, aniz by soucasné doslo k jejich destrukci. Hlavnim cilem
piipravy vzorka pro tento rozbor tedy je dosdhnout maximalni miry oddéleni elementarnich
Céstic a udrZeni tohoto stavu po celou dobu trvéni rozboru. Za tim Gcelem je nutné
identifikovat faktory, zpasobujici nebo ovliviujici jednak agregaci, t.j. shlukovani ¢astic,
jednak dispergaci, t.j. jgjich rozptyl.



Koagulaci koloidiz v zeminach zpasobuji piedevdim dvojmocné kationty, prakticky hlavné
Ca’* aMg?®*. Jsou-li koloidy nasyceny jednomocnymi kationty, zejména Na“, miZe koagulaci
zpusobit vySSi koncentrace elektrolyta v padnim roztoku. Pfi dlouhodobém vysuSovani
zkoagulovanych koloidi muZe byt nepfiznivé ovlivnéna reverzibilita procesu a opétna
moznost rozpadu mikroagregatt.

Mikroagregaty a makroagregéty jsou fixovany riznymi tmelicimi latkami, k nimz patti
zejména humus, dde nehydratované a hydratované oxidy Zeleza a hliniku a uhliéitany.
Intenzita stmelovaciho procesu se zvySuje odvodiovanim agregatt, které zmensuje tloustku
vodnich filmi obalujicich ¢astice aty jsou pak s klesgjici vzdalenosti vice poutany koheznimi
silami.

Uspéch dispergace zeminy, t.j. rozruSeni mikro— i makroagregéti, tedy spociva
v co negjuplngjSim zruSeni vlivu tmelicich slozek a v udéleni opaéného sméru cementacnim
procesim. Snahou je rehydrataci c¢astic, zefména koloidnich, ziskat pro kazdou dostatecny
vodni film. Pouhym zalitim vzorku zeminy nadbytkem vody by proces rehydratace probihal
piili§ pomalu a proto se urychluje varenim, roztiranim, tfepanim a michanim hydrosuspenze.
Pavodné mezinarodné doporucené preparacni metody A a B (s pouzitim chemickych ¢inidel
nebo bez nich) byly vétSinou nahrazeny preparaci vzorku zeminy varem s roztokem
hexametafosfore¢nanu sodného a uhli¢itanu sodného a podle potieby naslednym
manuélnim roztirdnim tak, aby nedodlo k destrukci elementarnich ¢astic. Prvni ¢inidlo véze
koagulujici ionty Ca?* a Mg®* do rozpustnych cheléti, prebytek Na' ionti pak nahradi ostatni
ionty v padnich koloidech, v dasledku silngjsi elektrické dvojvrstvy zpasobi jejich peptizaci
a spolu s akalickou reakci usnadni rehydrataci padnich ¢éstic. Za téchto podminek
je peptizaci organickych koloidiz (humusu) potlacen i jejich agregacni vliv, takze pii obsahu
zhruba do 2% v zeminé neni nutné je zvla® odgranovat. K tomu se jesté pred vlastni
preparaci pii obsahu do 10% pouziva oxidace peroxidem vodiku. Jak jiz bylo uvedeno,
rozpustné soli (téz sédrovec) koaguluji minerani ¢éstice a ovliviuji tak vysledek. Pri obsahu
nad 0,05% se ze vzorku zeminy odstrainuji promyvanim vodou zejména v pripadg,
Ze se pri preparaci nepouZije komplexotvorny hexametafosforetnan sodny. Odstranéni tmelii
seskvioxidi (Fe;Os, Al,Os) je diskutabilni problém aiesi se podle U¢elu zrnitostniho rozboru.
U béznych zemeédélskych pud se zpravidla nepouziva. Je-li tieba, tiepe se vzorek delSi dobu
(pfes noc) s roztokem dithioni¢itanu a octanu sodného. Podobné se rovnéz vyjimecné
oddgranuje tmel CaCO; a MgCO; kyselinou chlorovodikovou zejména tehdy, pokud se
pri preparaci nepouZije hexametafosfét. V zgmu zachovani stability hydrosuspenze je nutné



dodrzet nizkou koncentraci elektrolytu. Né&které metodiky pouZivaji k dispergaci
difosfore¢nan sodny, jako napt. v SRN (Hoffmann G., 1.c.).

Intenzivni dispergace |ze dosdhnout téZ ultrazvukem, zeiména u hlinitych zemin. Vysledky
této raciondni metody se v&ak mohou liSit od vysledki ziskanych chemickou preparaci.

1.4.2. Metody zrnitostniho rozboru

Nejjednodussi metodou stanoveni jednotlivych zrnitostnich  frakci je prosévani sity
o0 urcité velikosti otvori. Prosévani je jediny vhodny zptasob pro oddéleni a tFidéni skeletu.
Nekteré metodiky se pii tridéni skeletu spokoji s prosévanim za sucha (napi. Hoffmann G.
et a., 1.c.), vétSinou se v&ak pouziva mokry zpusob. Ten se doporucuje i v pripadech, kdy
se soucasné stanovi i jemnozem, popt. jeji hrubsi frakce sitovanim. U zemin obsahujicich vice
nez 10% jemnozemé totiz miZe byt pouziti suché metody zdrojem chyb. Na druhé stran¢
pro sedimentatni metodu nejsou vhodné vysouSené vzorky, a proto se zpravidla rozbor
jemnozemg, byt’ s ¢astecnym pouZitim sitovani, provadi z oddéleného vzorku. Pro stanoveni
atridéni skeletu se totiz napt. podle metody UKZUZ (KPP, frakce 2- 4, 4- 30 a nad 30 mm)
poZzaduje vzorek o hmotnosti 5- 10 kg odebrany jen pro tento Ucel a napi. pii stanoveni
valouni nad 75 mm podle CSN EN ISO/TS 17892- 4 méa byt hmotnost prosévaného vzorku
neiméne 56 kg. Pro tridéni skeletu se obvykle poZivaji sita s prosévacim prostredkem
(prepézkou ) z dérovaného plechu s kruhovymi otvory, u jmenovité velikosti otvoru 2 mm
je pri separaci jemnozemé od skeletu pouZziti takového sita principidlni. Jednotlivé velikostni
frakce skeletu ziskané mokrym prosévanim se po vysuSeni vazi a pocitaji se hmotnostni
zlomky zpravidla vyjadiené v procentech. Jednu z vyjimek predstavuje metoda UKZUZ,
pii které se v odmérném valci s vodou méii jejich objem a pocitaji se objemova procenta.
To ovdem predpokladd, Ze teplota vody piilis nekolisa kolem 20° C. Ani zde v3ak prirozeng
neni vylou¢ena moznost vézeni frakci a vypocet hmotnostnich procent.

NejmenSi rozmér ¢astic stanovitelny mokrym sitovanim je 0,05 mm, avdak jiZz na situ
o velikosti otvora 0,1 mm vznikaji potize s povrchovym napétim vody, kdyZ jemnéjSi
céstecky, dilezité pro charakteristiku padnich vlastnosti, ulpivaji na sitoving. Pouzivani filtri
s definovanou velikosti périz, napi. papirovych (0,005- 0,001 mm) nebo keramickych (0,1-
0,0002 mm) pro oddéleni urcité frakce neni v pedologii obvyklé.

Pro tiidéni jemngjSich zrnitostnich frakci se nejcastéji pouzivaji neprimé sedimentacni
metody, zaloZzené na zakonech o zavislosti rychlosti sedimentace ¢astice (0 uréité hustoté)
na jei velikosti. V klidném disperznim prostiedi (kapaling) se rozeznavaji tti obory

sedimentace, vymezené Reynoldsovym ¢islem Re pro kulové ¢éstice.



Definice Re;

Re= v.d.r :v_.d
n

>

kde: v- sedimentacni rychlost
d- pramer castice
h- dynamické viskosita
n- kinematicka viskosita

L - draha

T - ¢as

M- hmotnost

Pro Re< 1, t.j. pro 0,08 > r > 0,001

rychlost kulové ¢astice o poloméru r v disperznim prostiedi. Pro 1< Re< 1000, t.j. pro 0,08 £
r £ 1 mm je odvozen Budrykiiv (t€Z Oseeniiv) vztah v(r) a pro Re > 1000, t.j. pror > 1 mm
Rittingersiv vztah v ( rY2). VV oboru platnosti Stokesovy rovnice, kdy? se zposétku zrychleny

pohyb zménil na rovnomérny, jsou drahy céstic piimé, v oboru Budrykovy rovnice jsou

kiivocaré a v oblasti Rittingerovy

[bez rozmeru]

(LT

[L]

[ML™*T]
[L2T7]

mm plati Stokesiv vztah v (%), kde v je sedimentasni

rovnice priblizné Sroubovicové. Pri pedologickych

rozborech je tedy nejdulezitéjsi Stokesova rovnice:

2
V:g.g.r (r,-r,)
9 h

kde: g - tihové zrychleni
r - polomgr ¢éstic
r ;- hustota ¢agtic
I o- hustota disperzniho prostredi
h - dynamicka viskosita
L - dréha
T -cCas
M- hmotnost

[LT?]

[L]
ML
ML
[ML*TY



U &astic mensich nez 10° mm je jiz laminarni pohyb ¢astesné narusovan Brownovym
pohybem molekul a Stokesiv vztah se musi upravit.

Platnost Stokesova zékona predpokléda spinéni nasledujicich podminek:

- Re<1, kdy jsou klesgjici ¢astice laminarné obtékany kapalinou.

- Céstice jsou podstainé vétsi nez molekuly kapaliny, aby Browniiv pohyb neovliviioval
jejich péad .

- Suspenze musi byt dostatecné¢ ziedéna, aby se céstice mohly volné pohybovat.
Teoreticky by koncentrace méla byt nizsi nez 1%, prakticky nema byt vétsi nez 2- 3%,
aby vznikla nepresnost byla zanedbatelna. Pramér sloupce suspenze ma byt oproti
praméru sedimentujicich ¢astic "nekonesng”, tedy dostatesné velky. Céastice blize nez
0,1 mm u stény sedimentatniho vélce jsou pri padu podstatné ovliviiovany.

- Mezi césgticemi a kapalinou nesmi dochazet ke vzdgemnému puasobeni
(napt. "klouzani").

- Céstice jsou kulového tvaru, pevné a s hladkym povrchem a nemaji elektricky néboj.

Padni ¢astice zpravidla nesplnuji nékteré podminky platnosti Stokesova zékona. Nemaji
kulovy tvar, vétSinou nesou elektricky ndboj a jejich povrch neni hladky. Velikost uréité
¢égtice je tedy definovana jako prameér koule, ktera se pii sedimentaci chova stejné, t.j.
mé stejnou sedimentaéni rychlost a hovoiime o jejim efektivnim nebo ekvivalentnim
priaméru. Existuji téZ pozménéné varianty Stokesovy rovnice, vyhovujici jingm tvaraim
¢éstic. Naopak je mozné pri rozboru dodrzet nizkou koncentraci suspenze a dostatecné velky
prameér sedimentacni nadoby.

Dalsi komplikaci sedimenta¢niho rozboru je rozdilnd hustota ¢astic zeminy. Do vzorce
se zpravidla dosazuje 2,65 jako pramér hustot nejcastéji se vyskytujicich minerdli
(napt. kiemen 2,65; kalcit 2,6- 2,8; ortoklas 2,53- 2,58; plagioklasy 2,62- 2,76; biotit 2,70
3,10; muskovit 2,77- 2,93; montmorillonit 2,00- 2,30; kaolinit 2,58- 2,67; illit 2,50- 2,70 atd.,
humus 1,0- 1,6). Hugtotu ¢astic fyzikéniho jilu snizuje jejich hydratacni obal.

Pres vSechny uvedené nedostatky se princip sedimentace pouZziva pro zrnitostni rozbor
nej¢astéji. Podle zpusobu aplikace sedimentace jde o metody vyplavovaci, sedimentacni
v klidném prostiedi, centrifugacni a metody sedimentacni rovnovéhy.

Pro vyplavovaci (elutriacni) metodu se u nés pouzival (a ob¢as dosud pouzivd) pristroj
podle Kopeckého, kterym se zemina rozttidi na 4 kategorie (viz odst. 1.3). Tti z nich zistanou



ve valcich, nejjemn¢jsi |. kategorie se odplavi. Pristroj byl konstruovan podle starsiho
Schdneho pristroje tak, aby se s postupné zvétdujicim se pramérem vzgemné propojenych tii
vélci zmenSovala prutokova rychlost a zemina se tak roztridila na 3 frakce (Il. az IV.
kategorie). Praméry valca se odvodily z empiricky zji&téného Schdneho vzorce, stanoveného
pro sedimentaci ¢astic o praméru d v proudici kapaling:

d=0,0314v"™*  [mm]

kde: v - sedimentaini rychlost [LTY]
L - dréha

T - ¢as

a jsou nasledujici : 30 + 1; 56 + 2; 178 £+ 4 mm. Pristrojem ma protéci 1000 ml vody
za 202 sekund. Podrobnosti v literatuire. Vyhodou metody je moznost pouZiti vétsSi navazky,
obvykle 50 g, nevyhodou mj. vétsi spotieba vodovodni, t.j. tvrdé vody s proménlivou teplotou
a tedy viskositou. DalSi nevyhodou je nemoZnost primého stanoveni nejdalezitéjsi prvni
kategorie, zpravidla rozhodujici o klasifikaci zeminy. Pti jejim vypoctu se uplatiuji vSechny
eventudlni ztraty béhem rozboru a zvy3uje se tak jeho nepresnost. Prostorova néro¢nost,
zdlouhavost a pracnost rozboru spolu s uvedenymi nevyhodami zpasobily, Ze kdysi velmi
uzitecnd metoda, kterd4 prispéla k rozvoji pedologického prizkumu u nas, ustoupila
expeditivngjSim postupam.

Sedimentaéni metody v klidném prostifedi maji tyto modifikace: dekantacni, hustomérnou
a pipetovaci.

Pri dekanta¢ni metodé se opakované po vypoctené dobe t vypousti z urcité hloubky
h sedimentacniho valce vrchni sloupec suspenze, takze se ziskavaji ¢astice o sedimentacni
rychlosti menSi nez v = hit. Proces se opakuje do Uplného vyciteni vypou&téné kapaliny,
spojené podily se odpaii k suchu a vé&Zi. Metoda pavodné predstavovala nutny doplnek
k vyplavovaci metod¢, protoze umoziuje primo stanovit fyzikdni jil, je pomérné piesna,
protoZe se pouZiva destilovana voda, bere se v Gvahu teplota a vysledky se prepocitavaji
na suSinu. Dnes se vétSinou pouZiva pro ziskavani separovanych zrnitostnich frakci pro dalsi
rozbory. Pro b&Zzné zrnitostni rozbory je zdlouhavd, nebot se principidné zacind
s odpoudénim jemnych, nejdéle sedimentujicich frakci.

Pii hustomérné (areometrické) metodé se v uréitych ¢asovych intervalech méii hustota
suspenze, kterd s Ubytkem postupné sedimentujicich ¢astic klesa. Vyhodnocuje se pocetné

a pomoci nomogramu. Hustota suspenze se m¢tri v odmerném valci 1000 ml hustomérem



s vélcovou bankou opaienou mirn¢ kuzelovym zakoncenim dole a stejnym kuzelovym
piechodem do stonku nahoie. Tato konstrukce ma jednak omezit sedimentaci castic
na hustoméru, jednak pokud moZno vylouéit viieni suspenze pri jeho vkladani a vyjimani
(Cassagrande A.D., 1.c.). Po kdlibraci je vlastni stanoveni jednoduché, prostorové nenarocné
a s nizkymi naklady, vyZaduje vsak minimalni kolisani teploty suspenze a tedy i v mistnosti,
zamezeni pasobeni salavého tepla apod. ProtoZe zizeny profil mezi sténou sedimentacniho
valce a hustomérem rusi sedimentaci, musi se hustomér po kazdém meéieni (s vyjimkou
po¢éku sedimentace) ze suspenze vyjmout, oplachnout a osudit. Cetnost méieni nesmi byt
nadmérng, ponévadZz kazdym vnoienim a vynoifenim hustoméru se rusi sedimentace.
Vyhodou je, Ze se prakticky neméni objem suspenze. Metoda je jako alternativni zarazena
do CSN CEN ISO/TS 17892- 4.

V zemédélské pedologii nejcastéji pouzivana pipetovaci metoda je podrobné popsana
v JPP I1I. Z ur¢itych hloubek hy, hy, atd. sedimentujici suspenze se po uplynuti prislusnych
dobt;, t, ad. odebira maly podil (1/40), ktery se po vysuSeni vazi. Velikosti ¢astic odpovida
sedimentacni rychlost vi = hy/ty, v» = hy /t; atd. Metodickd Uprava pipetovaci metody popsana
v CSN CEN ISO/TS 17892-4 (1.c.) je uréena pro geotechnické Geely a od metodiky podie
JPP 111 se liSi v detailech, napt. objemem pipety (20 ml) nebo pouZivanim jinych hloubek
ponoru pipety a tedy sedimentacnich c¢asi. Vyhody pipetovaci  metody spocivaji
v pomérné vysoké produktivité, malé spotiebé vody a moznosti stanovit vSechny frakce
jemnozem¢ s libovolnym rozpétim velikosti jejich ¢astic z jedné navézky. Steiné tak
je moZno stanovit napi. pouze jilnaté ¢astice pod 0,01 mm pro uréeni padniho druhu
podle nekterych klasifikaénich systémi. Zanedbatelnd neni ani mal& prostorova naro¢nost.
Naopak je metoda relativné narocnd na dodrZovani pracovniho postupu a podminek
(alesponn zmeékeend temperovana voda, mistnost se stédlou teplotou, vylouceni otiesi
napt. umisténim sedimentacnich vélct na konzole atd.). Nutnou podminkou
reprodukovatelnosti vysledku je peclivost a zkuSenost laboratorniho persondlu pii provadéni
rozboru.

Centrifugacni, popi. ultracentrifuga¢ni metody a metody sedimentacni rovnovahy maji
vyznam hlavné pro separaci koloidnich frakci. Pri téchto metodach se dosahuje urychleni
sedimentace nahradou gravitace odstiedivym zrychlenim. Pti béZnych zrnitostnich rozborech
pro zemédélské popi. ekologické Ucely nejsou tyto postupy obvyklé.

Je tieba jesté upozornit na skutecnost, Ze razné metody zaloZené na principu sedimentace
nemusegji vzdy davat shodné vysledky. Je to mj. zpiasobeno rozdilnym chovanim nekulovych



cagtic (listkovych, tyéinkovych a@.) o rizné hustoté v proudici kapaliné pii plaveni
a ve sloupci kapaliny pii klidné sedimentaci.

V soucasné dob¢ se nabizi fada vice ¢i méné automatizovanych postupt a pristroja,
zaloZenych vétsSinou na platnosti Stokesova zékona s vyuzitim bud’ prosté sedimentace nebo
odstredivé sily a s optickou nebo gravimetrickou detekci, vybavenych pocitatem a obrazovym
displejem, takze zrnitostni rozbor se jevi jako jednoducha a pohodina zaleZitost. Pristroje
zaloZzené na méfeni extinkce prochazejiciho nebo odrazeného svétla v suspenzi ovsem
piedpokléadaji, Ze sedimentujici ¢astice maji stejnou hustotu, barvu ¢i odrazivost pro svétlo.
Napi. fotometrické mefeni castic pod 0,002 mm je omezeno vysokym extinkénim
koeficientem. Zejména u zemin s vysokym obsahem jilu to maZe vést k odchylkam
od klasické sedimentacni metody. Na ohybu svétla je zaloZzena laserova difraktometrie.
Svételny paprsek pri dopadu na kulovou ¢astici v zavislosti na jeji velikosti vytvari kruhovy
chybovy obrazec, ktery se zachyti kruhové usporadanymi detektory. Podle teorie ohybu svétla
(Fraunhofer) se po¢ita pramer ¢astice. Protoze koncentricky ohybovy obrazec poskytuji pouze
kulové castice, stanovi se pro c¢astice jiného tvaru ekvivalentni pramer, ktery vSak neni
totozny s ekvivalentnim pramérem vyplyvajicim ze sedimentaéni metody. Jista statisticka
souvislost v zavislosti na raznych formach jilovych minerdt podle druhu a geologického
pavodu sice v uréitych mezich dovoluje korekci vysledku, aviak prijatelnost rozboru jilovych
zemin je znatné omezena. Zavazné omezeni vyuziti tohoto principu v pedologii predstavuje
velmi maly objem suspenze, ktery se pristrojem meri— zpravidla nejvyse 10 ml, vyjimecné
az 100 ml, pri celkové navézce tuhého vzorku do 1g. Oddéleni alikvotniho podilu suspenze,
ktery by byl dostatecné reprezentativni alespon pro ¢astice kolem 0,01 mm, je zjevné obtizné.
Pred pouZitim raznych téchto postupi (popt. nakupem drahého pristroje) nelze nez doporucit
srovnani s béZnou pipetovaci metodou, ktera v kombinaci s mokrym prosévanim obecné plati
jako standard a v delSim vyhledu nelze oé¢ekavat zasadni zménu instrumentace.

1.5. Vyhodnoceni rozbor a klasifikace pid podle zr nitostniho slozeni

1.5.1. Vyjadiovani vydedki zrnitostnich rozbora

Bylo jiZ uvedeno, Ze obsah jednotlivych frakci v zeminé se obvykle udavé jako hmotnostni
zlomek zpravidla vyjadieny v procentech. Nekteré Kklasifikacni systémy, zejména
pro zemedélské Gcely, vystaci pro zékladni uréeni padniho druhu se stanovenim frakce
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jilnatych ¢éstic (napt. pod 0,01 mm). Pro komplexni zhodnoceni zeminy resp. pudy je viak
nezbytné znat jeji celkové zrnitostni sloZeni veetné skeletu, je-li pritomen. Vysledky se pak
upravuji tabelarné nebo, pii dostatecném poctu stanovenych frakci, lze konstruovat
kumulativni (integrélni) zrnitostni kifivku, ktera je vyhodné pro srovnavani raznych zemin,
ato i mezinarodn¢, nebo téZ pro zjistovani obsahu frakci libovolnych rozméra. Nejéasté)i
se kiivka vynéSi do semilogaritmické sité, kde na vodorovné ose (X) je logaritmicka stupnice
praméru zrn a na svislé ose (y) linedrni (aritmetickd) stupnice hmotnostniho zlomku
vyjédieného v procentech prislusné kumulativni frakce (obr. 1- 1). Ktivky v této siti maji
u prirozenych pud zpravidla plynuly esovity pribéh bez ndhlych zmeén, zloma ¢i vyboceni.
Nepravidelnosti mohou byt zptisobeny bud’ chybou pii rozboru, nebo napi. tim, Ze zemina
obsahuje piimés cizorodénho (byt prirodniho) materidlu, pii jehoZz vétSim obsahu pak
kumulativni kiivka nema jen jediny bod inflexe. Zretelngji se tato situace muze projevit
na frekvenéni (derivacni) formé zrnitostni kifivky vice nez jednim pikem ( obr. 1- 2). Jgi
pouZiti v pedologii se omezuje na specidlni pripady, podobné jako vynaSeni relativni cetnosti
obsahu frakci do pravdépodobnostni stupnice. Strmost kumulativni i frekvenéni zrnitostni
krivky téZ ukazuje na stupen vytiidéni zeminy— ¢im strméjsi kiivka, tim uzsi rozpéti nejvice
zastoupenych velikosti ¢astic a tim vysSi stupen vytiidéni, napi. u zemin na spraSich nebo
vatych piskach. Novéjsi generace pristroju uvedenych v odst. 1.4.2 a vybavenych pocitacem
jsou diky programovému vybaveni schopné zobrazit rizné typy kiivek nebo ¢etnostnich
histogramii, ovdem s uvedenymi principidnimi vyhradami k vlastnimu stanoveni.

1.5.2. Klasfikace zemin a pid podle zrnitostniho slozeni

Existuje vice klasifikatnich systéma pro urcovani piadniho druhu, ato i v rdmci jedné
zeme, protoZe jsou vypracovany pro rizné Ucely. Vedle toho pro tentyZz Ucel mohou byt
v riznych zemich stanovena rtizné kritéria v zavislosti na pestrosti padniho fondu v daném
prostoru. Mezinarodni unifikace se prozatim podatilo dosdhnout v nezemédélském oboru —
geotechnice a i v CR se zavadénim soubori norem pro geotechnicky priizkum a zkoueni
CSN EN 1SO 146 88 aCSN CEN 1SO/TS 17 892 postupné nahrazuje CSN 72 1001.

V zemédélské pedologii se v CR dosud pouziva klasifikace pizdnich druhs podle KPP,
vychazejici z Novakovy sedmicélenné stupnice podle obsahu |. kategorie (Gastice mensi
nez 0,01 mm), uvedena v tab. 1- 4. Pokud se padni druh vyjadiuje podle tabulky zkratkami
(symboly), pouZivaji se velka pismena pouze tam, kde se souc¢asné nevyskytuji symboly
pudnich typa, slozené vylu¢né nebo pievézné z velkych pismen. Skeletovitost se podle tohoto
systému ¢astecné hodnoti piimo v terénu. Obsahuje-li zemina vice nez 50% skeletu, oznatuje
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se podle pievladajici frakce jako hrubé piscita (Phr) previadali frakce 2- 4 mm
(pti prevladani pisku v jemnozemi), jako silng Stérkovita (S) previadali frakce 4- 30 mm,
nebo jako silné kamenita (K), previada-li frakce > 30 mm. V kategorii S a K se jemnozem
hodnoti pouze ve 3 stupnich podle seskupeni. Priklad: S— zemina silng &térkovita s jilovitou
(tézkou) jemnozemi. V ostatnich pripadech (méné nez 50% skeletu) se jemnozem hodnoti
podle sedmi¢lenné stupnice. Obsahuje-li zemina 5- 50% skeletu, doplni se Udaj 0 zrnitosti
(padnim druhu) jemnozemé podle pieviaddani &térku (4- 30 mm) nebo kameni (> 30 mm)
0 Udaj o skeletovitosti resp. Stérkovitosti podle tab. 1- 5.

Pii zpracovani pedologickych podkladti pro odvodiovaci meliorace se u nas pouzival
systém podle Kopeckého, zaloZzeny na hodnoceni podle I. a Il. kategorie a znédzornény bud’
tabulkou nebo napt. diagramem na obr. 1- 3. Pro stavebni G¢ely se pouZival systém tii frakci
podie CSN 72 1001, znézorngny trojuhelnikovym diagramem na obr. 1- 4. Na obr. 1- 5 je
pro ilustraci uveden diagram pro klasifikaci pad podle zrnitosti, uzivany ve Svycarsku,
a to v pavodnim znéni i s némeckymi, francouzskymi, italskymi a anglickymi
terminologickymi ekvivalenty padnich druhi, které mohou byt uzitecné pti studiu cizojazy¢né
literatury.

Klasifikace a pojmenovani zemin podle jiz zminénénho zavadéného souboru
CSN EN 1SO 14 688 pro geotechnické Géely je zéleZitost pomérné sloZita a ucelové
odlisna od bézné pedologické klasifikace. Vedle zrnitosti bere v Gvahu dalsi inzenyrské
vlastnosti zemin, nap¥. obecné obsah organickych latek, plasticitu, zphasob ulozZeni,
konzistenci a dalSi, zatimco nap¥, sorpce nebo padni typ nejsou dilezité. Pro zemédélstvi
a lesnictvi méa tento soubor dil¢i vyznam pri budovani melioraénich systémii a vodnich

nadrzi.

1.6. Vliv zrnitosti na ekologii a urodnost pad

Jednotlivé zrnitostni frakce obecné ovliviiuji vlastnosti pad nasledujicim zpisobem:

Skelet. Podle tvaru skeletu |ze posoudit pavod padotvornéno substrédu.  Ostrohranny
skelet je priznacny pro primarni popt. deluvidlni uloZeniny, zatimco zaoblené, opracované
cégtice jsou typické pro sekundérni ulozZeniny piemisténé vodou. Skelet v malém mnozstvi
(asi do 10- 20%) nepusobi v padé neprizniveé ani na vyvoj rostlin, ani pii obdélavani. Nekdy
muaze dokonce zpusobovat jisté vyleh¢eni pad a zvySeni propustnosti pro vodu i vzduch.
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Vy&i obsah jde v3ak jiz na Ukor jemnozemég, hlavné jemngjSich frakci, vyznamnych
pro padni dynamiku. Zvl&&té nepiiznivé se projevuji  vrstvy skeletu s téZzkym jilovitym
tmelem.

Pisek (V. kategorie). Zatimco kiemenny pisek je zcela inertni a odolny vici viem dalSim
zvétravacim a pedogenetickym procesam, nekiemenny je potenciélni zasobou Zivin pii dalSim
zvétravani a jejich uvoliiovani. Vysoky obsah pisku zptasobuje u pad snadnou rozsypavost,
vysychavost avysokou propustnost pro vodu avzduch.

Praskovy pisek (111. kategorie). Zpravidla se nevyskytuje ve vétSich mnozstvich a nemé
podgtatny vliv na vlastnosti pad. Pri vétSsim obsahu zpasobuje nachylnost piad k erozi.

Prach (1. kategorie). M& velky vliv na fyzikani vlastnosti pad. Vysoky obsah zpisobuje
stiedni soudrznost, vazkost, vhodny vodni a vzdusny rezim, avsak méné piiznivou strukturu.
Jsou to pidy vhodné pro nejnarocnéjsi plodiny. Dobré vlastnosti hlinitych pad jsou dany
prévé vysokym obsahem prachovych ¢astic.

Jilnaté ¢&astice (1. kategorie). Zpravidla se déli najemny prach a fyzikalni jil. Fyzikani jil
je vyznamnéjSi, rozhoduje o propustnosti pudy pro vodu a pozitivné i negativné ovliviuje jeji
vlastnosti svym velmi aktivnim povrchem a povahou jilovych minerala.

Jiz za ¢asi A.D. Thaera (viz kap. 0.1) byl druh pady povaZzovan za dobry z&klad
pro posuzovani Urodnosti pid a pouZival se pii jejich oceiovani. Mnohé faktory urcujici
vynos, jako napt. vodni a tepelny reZim a nabidka kysliku a Zivin v kotrenovém prostoru
rozhodné zavisi na zrnitosti. ProtoZe vynos urcuji i dalSi padni vlastnosti, jako struktura,
zhutnéni, obsah humusu a jeho kvalita, minerdlni sloZzeni a kyselost, maze vynosnost pfi
stejném padnim druhu znaéné kolisat. Kone¢né i klima a pocasi trvale ovliviuji vynos.
Nasledujici vyvody, uvadéjici do souvislosti vySe uvedena fakta, je treba chpat jako
orientacni.

Pis¢ité pidy jsou pii kazdém vihkostnim stavu snadno zpracovatelné. Velky podil hrubych
poéru zpasobuje dobré provzdusnéni, ale také omezenou schopnost zadrZovat uzite¢nou vodu,
kdy navic v dasledku nizkeé kapilarity je i efektivni korenovy prostor jen maly. V humidnim
klimatu vysoka propustnost sice brani nadrzovani vody na povrchu, ale také podporuje
vyplavovani Zivin, zatimco pti zavlahovém hospodéistvi v aridnim klimatu je jen malé
nebezpeci Skodlivého zasoleni. Nizka tepelnd kapacita podporuje jarni prohtivani, majici
rovnéz za nasledek intenzivni ¢innost mikroorganismii, dokud je pada vlihka To intenzifikuje
odbouravéani organické slozky, takZze obsahy humusu jsou relativné nizké a praxe hovori
0 "pozirati hnoje". Rovnéz zésoby Zivin a schopnogt je poutat (sorpce) jsou nizké. Predevsim
tyto vlastnosti a nizk4 schopnost zadrzovat vodu jsou hlavni priciny nizké vynosnosti
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piscitych puad. Vliv vihkosti ptdy jako faktoru minima objasiuji vétSinou vysoké vynosy
pti vysoké hlading spodni vody nebo pii umélém zavlaZzovani. Pady s vySSim obsahem
jemného pisku popt. padni druh hlinitopiséité nebo s obsahem prachového ¢i jilovitého podilu
jsou zretelné priznivejsi. Podle okolnosti je mozné pokusit se u pistitych pad zlepsit jejich
schopnost vézat vodu a Ziviny piidavkem jilu.

Jilovité pidy sice maji ze v3ech padnich druhi nejvétsi objem poru, ae jen maly podil
hrubych péri a s tim jen mirné az Spatné provzdusnéni. RovnéZz podil stiednich
(semikapilarnich) pora astim i vyuZitelnd maximalni kapilérni kapacita jsou nizké. Zejména
pti zhutnéni jsou v humidnim klimatu navic ¢asto zamokiené v dusledku nizké propustnosti
pro vodu. To v&e ¢asto zpasobuje jen slabou vynosnost téchto pid. Vysoky obsah jilu krome
toho ve vihkém i v suchém stavu zpasobuje tak silny odpor vici pluhu pri orbé, Ze jegjich
Uspésné zpracovani je mozné jen pii Uzce vymezeném rozpéti vihkosti. Nazyvaji se proto
tézké nebo také "minutové pudy", protoZze doba jejich zpracovani musi byt piesné
prizpiasobena. Z toho diivodu jsou ¢asto vyuzivany pro trvalé travni porosty. Oproti tomu jsou
schopnost poutat Ziviny a zésoby cetnych Zivin zpravidla vysoké. Neprizniva struktura
odvdpnénych marsi se drive zlepSovala smisenim ornice s piskem obsahujicim uhli¢itan
vapenaty ze spodiny. Dnes se ulehlé jilovité ptdy melioruji hlubokym kypienim. To lze vSak
provést jen tehdy, je-li i spodina dostatecné vyschla

Hlinité a prachové pitdy se stiednim obsahem jilu maji pri nepiilis hutném uloZeni jak
dogtatecné provzdusdnéni, tak vysokou schopnost zadrZovat uzite¢nou vodu. ProtoZe i jejich
zésoby Zivin jsou stiedni aZz vysoké, nédleZi ve stiedoevropském prostoru k nejurodnéjsim
pudam, poskytujicim vynos aZ 12 t/ha pSenice nebo 60 t/ha cukrovky. Prachové pidy
pti obsahu jilu pod 17% maji obecné sklon k odkalovani ornice a jsou pak vodou snadno
erodovany.

Skeletové pidy pii vysokém obsahu kament maji nizkou kvalitu, protoZze koienovy
prostor, schopnost zadrzovat vodu a vézat Ziviny i zpracovatelnost jsou Spatné. Maji-li byt
piesto vyuzivany jako orné, doporucuje se metoda minimdniho obdélavani, pii kterém
se nevyoravaji kameny, ale bioturbaci se prekryvaji jemnozemi.
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UKZzUZ, Brno 2004.

17. CSN 1SO 565 ZkuSebni sita. Kovova tkanina, derovany plech a elektroformovana
folie. Jmenovité velikosti otvorii. (Rijen 1994).

18. CSN 1SO 2395 Zkusebni sita a prosévaci. Terminologie. (Rijen 1994).

19. CSN 1S0 2591 Zkusebni prosévani. Cast 1: Metody, pri kterych se pouZivaji zkuSebni
sita z kovové tkaniny a derovaného plechu. (Rijen 1994).

20. CSN 1SO 3310-1 Zkudebni sita. Technické pozadavky a zkouZeni. Cast 1: Zkuebni
sita z kovové tkaniny. (Cerven 2005).

21. CSN IS0 3310-2 Zkudebni sita. Technické pozadavky a zkouZeni. Cast 2: Zkuebni
sita z derovaného plechu. (Cerven 2005).

22. CSN 1SO 3310-3 ZkuZebni sita. Technické pozadavky a zkouSeni. Cast 3: ZkuSebni
sita z el ektroformované folie. (Rijen 1994)

23. CSN EN IS0 14688-1 Geotechnicky prizkum a zkouSeni — Pojmenovani a zatridovani
zemin — Cést 1: Pojmenovani a popis. (Cerven 2003).

24. CSN EN IS0 14688-2 Geotechnicky prizkum a zkouSeni — Pojmenovani a zatsidovani
zemin — Cast 2: Zasady pro zat7idovani . (Biezen 2005).

25. CSN CEN ISO/TS 17892-4 Geotechnicky priizkum a zkouZeni — Laboratorni zkousky
zemin — Céast 4: Stanoveni zrnitosti zemin. (Duben 2005).

26. CSN 72 1001 Pojmenovanie a opis hornin v inZinierskej geol 6gii.
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Tab.1- 1. Kulové ¢astice

polomer kouli pocet kouli celkovy povrch
1cm 1 12,6 cm?’
1 mm 10° 126 cm’
0,1 mm 10° 1 260 cm’
0,01 mm 10 12 600 cmv”
0,001 mm (1 um) 10™ 126 000 cm”
0,1 um 10" 126 v

Tab.1- 2. Podrobnéa upravena klasifikace zrnitostnich frakci podle K opeckého

(Kutilek 1978)

£ zrn [mm] oznaceni frakce
pod 0,0001 koloidni jil
pod 0,002 fyzikdni jil |.kategorie
0,002 - 0,01 jemny prach (jilnaté castice)
0,01 -0,05 prach |1.kategorie jemnozem
0,05-0,1 préSkovy pisek I11.kategorie
0,1-0,2 velmi jemny pisek
0,2-0,5 jemny pisek |V .kategorie
05-20 stiedni pisek
2-16 drobny &eérk
16 - 63 stiedni &térk skelet
63— 125 hruby &térk
nad 125 kameny
Tab.1- 3Klasfikace zrnitostnich frakci podle K PP
£ zrn [mm] oznaceni frakce
pod 0,001 jil
0,001 —0,01 jemny prach
0,01 -0,05 hruby prach
0,05-0,25 jemny pisek jemnozem
0,25-2,00 stfedni pisek
suma pod 0,01 jilnaté castice
2-4 hruby pisek
4-30 Serk skelet
nad 30 kameni
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Tab.1- 4 Padni druhy podle K PP

obsah I. kategorie [%0] oznateni padniho druhu seskupeni
(¢éstice mensi nez 0,01 mm) slovni symboly
0-10 piscita P(p) lehka— L (1)
10-20 hlinitopistita HP(hp)
20-30 piscitohlinita PH(ph) stiedni — (s)
30-45 hlinita H(h)
45— 60 jilovitohlinita JH(jh) tézka—T(t)
60—75 jilovita N(jv)
vice nez 75 jil X))
Tab.1- 5 Hodnoceni skeletovitosti podle K PP
% obsahu skeletu pievliada
erk \ kameni
5-10 S primesi
10— 25 slabe &erkovita S, slabé kamenita Ky
2550 stiedné &érkovita S, stiedné kamenita K,
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Obr.1-1 Kumulativni zrnitostni kiivky (Kutilek 1978)
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Zjisténi vlivu zmrazeni na vybraneé padné-mikrobialni
parametry

Stanidav Maly
Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemedélsky, NRL- OMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
stanislav.maly@ukzuz.cz

1. Uvod

Podle mezinarodni normy pro odbér a uskladnéni vzorka pro stanoveni pidnich aerobnich
mikrobidlnich procesa (1SO 10381-6) je mozno padni vzorky skladovat maximalné 3 mésice
pri + 4° C. Tento poZadavek se jevi jako obtizne splnitelny v pripadg, kdy je béhem krétkého
obdobi odebiran vétsi pocet vzorkt alnebo ve vzorcich ma byt proveden vétsi pocet analyz.
Mozné reSeni tohoto problému piedstavuje uskladneni vzorka pri — 20° C. Narozdil od + 4°C
dochazi pri této teploté k zastaveni mikrobidlnich procesi, coZz umoziuje uchovavat vzorky
delSi dobu a pro analyzu pripravit vzdy jen tolik pid, kolik je v rAdmci pracovisté ¢asoveé
zvl&dnutelné. Proces zmraZeni a rozmrazeni ale muze vést ke zméné pudni struktury, coz by
se mohlo projevit napt. na zméné rychlosti mineralizace pudni organické hmoty a
v souvislosti stim na dalSich mikrobidnich vlastnostech. Cilem této prace bylo zjigtit, zda
zmrazovani pad ovliviiuje mikrobidlni parametry, které se rutinné stanovuji v laboratoti padni
mikrobiologie NRL- OMB.

2. Material a metody

2.1. Odbér, uprava a skladovani pad

Pro Ucely této prace byly pouZity vzorky odebrané vradmci monitoringu puadnich
mikrobidlnich viastnosti ornych pad a pad trvalych travnich porosti v dubnu a tijnu 2004.
Vzorky byly v obou piipadech odebirény z vrstvy 0- 15 cm. Po dopraveni do laboratoie byly
zhomogenizovany a poté byla jedna ¢ast uskladnéna v lednicce a bezprostredné poté
analyzovana, druha zmrazena pii — 20° C. Pred homogenizaci byly vzorky ulozZeny pri + 4° C.
Zmrazené vzorky byly rozmrazovény pri + 4° C, doba pied zahdjenim analyz byla minimalng
tyden. V3echny vzorky byly pred analyzami prosety pies 2 mm sito. Detailni ¢asovy plan
analyz udavatabulka 1.
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2.2. Fyzikadlnéchemické pudni vlastnosti

Stanoveni padnich fyzikanich a chemickych vlastnogti (obsah jilu, pH v1 M KCI, celkovy
dusik Ny, kationtova vymeénna kapacita CEC) bylo provedeno na pracovidtich NRL- OSAP
Liberec a NRL- RO Brno. Stanoveni organického uhliku Cqqg bylo provedeno v laboratofi
padni mikrobiologie NRL- OMB. Analyzy byly provedeny dle Jednotnych pracovnich
postupti (JPP) - Analyza pud | (2002) a Analyzapad 111 (2004).

2.3. Mikraobiologickeé parametry
Vramci VU byly provedeny nize uvedené mikrobiologické analyzy. Zkratky uvedené
v zavorce jsou pouzity ve vysledkovych tabulkach.

1. Uhlik mikrobiélni biomasy (Cpio, HgC.g™")

2. Bazélni respirace (RES, ugC02-C.g™*.h")

3. Méteni respiracnich kiivek (RKR) s vyhodnocenim lag faze (LAG, min) a maximalni

rastové rychlosti (MAX, pugO..g*.min™)

4. Anaerobni N mineralizace (AMO, pgNH,*-N.g™*.d™%)

5. Krétkodoba nitrifikasni aktivita (SNA, ngNO2-Ng™*.h™%)

6. Aktivita ureszy (URE, ugNH4 - N.g™.h")

7. Aktivita b-glukosidazy (GLU, ug p- nitrofenolu.g.h™)
Analyzy byly provedeny dle postupt uvedenych v JPP — Analyza pad |11, niZe jsou proto
uvedeny pouze principy metod.
Uhlik mikrobidni biomasy byl stanoven fumigacné- extrakéni metodou, stanoveni
extrahovaného uhliku bylo provedeno spektrofotometricky po oxidaci chromsirovou smési.
Pred fumigaci byly vzorky preinkubovany jeden den pri + 25° C. Pred mgtenim bazalni
respirace byly vzorky preinkubovany 6 dni pii + 22° C. Pti vlastnim stanoveni byly vzorky
3 dny inkubovéany v uzaviené nadob¢ nad roztokem hydroxidu sodného. Paralelné byl
inkubovan roztok hydroxidu sodného jako slepy pokus. Mnozstvi uvolnéného CO, bylo
stanoveno zrozdilu HCI spotiebované pii titraci slepého vzorku a pii titraci roztoku
hydroxidu s absorbovanym CO, uvolnénym béhem respirace. Stanoveni probihalo pii obsahu
vody odpovidajici 60% maximalni vodni kapacity. Respiracni kiivky byly méfeny pomoci
systému Sensomat firmy WTW (SRN) po pridavku glukdzy s pridavkem siranu amonného
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a dihydrogenfosforetnanu draselného. Vzorky byly inkubovany 4 dny pii + 22° C v uzaviené
néddob¢ s merici hlavici stlakovym senzorem. V nédob¢ byla umisténa malda nadobka
sroztokem hydroxidu sodného. Pri respiraci dochazi vlivem spotieby kysliku k poklesu tlaku,
ktery je v pravidelnych intervalech zaznamenavan métici hlavici. ProtoZe uvolnény CO; je
jimédn do roztoku hydroxidu, pokles tlaku odpovida spotiebovanému mnozstvi kysliku.
Pri vyneseni zavislosti spotiebovaného kysliku na ¢ase ziskame sigmoidélni kiivku. MnoZstvi
uvolnéného O, za jednotku ¢asu v bodé inflexe oznatime jako maximalni ristovou rychlost
a dobu do zahgjeni exponencidlni faze rastu jako lag féazi. Rychlost respirace byla spoc¢tena
jako smernice primek 10 po sob¢ jdoucich méfeni. Prasecik primky snejvysSi hodnotou
smérnice scéasovou osou oznaéuje dobu lag faze. Stanoveni probihalo pii vihkosti
odpovidajici 40% maximalni vodni kapacity. Vzorky byly pied métenim 4 dny
preinkubovény pii téZe teploté, pri které probihalo méieni. Anaerobni N mineralizace
(amonifikace) byla stanovena jako ¢isty prirastek amonnych ionti ve vzorcich inkubovanych
ve zkumavkéch naplnénych vodou po dobu 9 dni. Amonné ionty byly extrahovany
a fotometricky stanoveny po 2 dnech a na konci inkubace. Kratkodobé nitrifikacni aktivita
byla stanovena jako ¢isty prirastek dusitanovych ionti v padni tiepané suspenzi po pridavku
substratu (NH4) SOy, pii pH 7.2 ateploté + 25° C. Oxidace dusitanovych iont na dusi¢nanové
byla inhibovana piidavkem chlore¢nanu. Vzorek padni suspenze pro fotometrické stanoveni
nitriti byl odebiran po 2 a 6 hodinach. Pred analyzou byly vzorky preinkubovany 2 dny
pri + 25° C. Aktivita uredzy byla stanovena jako mnoZstvi uvolnénych amonnych ionti
padnim vzorkem po piidavku urey. Pidni suspenze byla inkubovana 2h pii + 37° C apH 10.
Pri stanoveni aktivity b- glukosidazy byly padni vzorky inkubovany 1h pfi + 37° C
spiidavkem b-D-glukosidu. Aktivita enzymu byla vyjadiena jako mnozstvi uvolnéného
p-nitrofenolu.

Veskerd fotometrickd stanoveni byla provedena pomoci spektrofotometru UV2
(Unicam).

Mikrobiologicka stanoveni nemohla byt provedena ve vSech vzorcich diky ¢asovému
omezeni. Tato prace souvisela srevizi vySe uvedené normy pro odbér a skladovani pad pro
aerobni mikrobiologické analyzy. Analyzy bylo nutno ukorgit tak, aby 31.1.2005 mohla byt
zasléana souhrnna zpréva na sekretaridt 1SO TC 190 SC4/ WG4 Kvalita pudy — Biologie —
Mikrobiologie.
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2.4. Statistické vyhodnoceni

Pro porovnani dat naméienych ve vzorcich pad uskladnénych pti + 4° C a ve vzorcich
zmrazenych byl pouZzit parovy t- test. Pro vyhodnoceni byl pouZit program Statistica 6.0 firmy
StatSoft, Tulsa, USA.

3. Vysledky a diskuse

Fyzikélné- chemické vlastnosti pud udava tabulka 2. Piehled naméienych mikrobiologickych
dat udava tabulka 3. Statistickd analyza neprokézala vliv zmraZeni na zadny sledovany
mikrobiologicky parametr svyjimkou bazalni respirace (Tabulka 4). V piipadé bazdlni
respirace se navic mohla projevit skutecnost, Zze svyjimkou dvou pud uskladnénych pri
+ 4° C, byla cela série vzdy analyzovana v jednom terminu. V tomto piipadé se na vysledném
hodnoceni vice projevi vlivy, které zpisobuji, Ze dana série se od praméru lisi v kladném ¢i
z&porném smeru.

Ziskané vysledky otevirgji moznost zmraZzeni pad pro mikrobiologické analyzy.
Hlavni vyhoda spoc¢ivav moznosti pripravit si jen takovy pocet vzorki, ktery miaze byt béhem
krétké doby analyzovan. Domnivame se, Ze tento postup je vhodnéjSi nez vyuzit maximéni
doby pro uskladnéni dané normou | SO 10381- 6. Uvedené tfi mésice je relativné dlouha doba
vzhledem ke skutecnosti, ze + 4° C neznamenaji zastaveni biologickych procesi v pidg.
Béhem této doby muze dojit ke zméndm ve struktuie a stavu mikrobialnich spole¢enstev.
Zarover by moznost uskladneéni vzork® pii — 20° C do znatné miry odstranila omezeni poctu
vzorkd, které mohou byt béhem kréatké doby odebrany. To je v nékterych projektech, jako je
napt. monitoring, dulezité kritérium. Zaroven je ae treba zdiraznit, Ze vliv procesu
zmrazovani zavisi jednak na charakteru daného pudniho parametru, jednak na fyzikalnich a
chemickych vlastnostech pudy. Vysledky dosazené v této préci proto nelze bez provedeni
dalSich experimenti zobecnit ani pro dalSi padni mikrobidlni charakteristiky ani pro puady
s odlisnymi fyzikalné- chemickymi vlastnostmi.
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4. Zavér

Nebyl prokézan vliv uskladnéni vzorki pri — 20° C na obsah uhliku mikrobidlni biomasy,
parametry charakterizujici ristové kiivky, anaerobni N mineralizaci, kratkodobou nitrifika¢ni
aktivitu, aktivitu uredzy ab- glukosidézy. Signifikantni rozdily byly nalezeny pouze v pripadé
bazalni respirace. Pro Ucely stanoveni uvedenych mikrobiologickych parametrd, s vyjimkou
bazalni respirace, je mozno vzorky pad sfyzikalné-chemickymi viastnostmi nalézajicimi
se v rozsahu hodnot pouzité sady pud pred analyzou na nékolik mésici zamrazit. Doba

rozmrazovani pri + 4° C musi byt minimalng tyden.
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Tabulka ¢. 1. Casovy plan odbéru vzorki s uvedenim data jgich zmraZeni, rozmrazeni a
provedeni analyz.
| —vzorky uchované pii + 4°C,
F —vzorky zmrazené.
Ostatni zkratky a jednotky viz. odst. 2.3.

Vzorek | Datum | Datum | Datum Chio | Cuio F RESI RESF | RKRI | RKRF

¢. odbé&ru | zmraZeni roz-
mrazeni

1 08.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
2 08.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
3 05.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
4 08.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
5 08.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
6 05.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
7 05.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
8 07.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
9 06.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
10 06.04.04 | 16.04.04 | 07.07.04 - - - - - -
11 11.10.04 | 14.10.04 | 29.12.04 | 29.12.04 | 19.01.05 | 09.11.04 | 18.01.05 | 26.10.04 | 14.01.05
12 27.09.04 | 29.09.04 | 29.12.04 | 03.11.04 | 19.01.05 | 09.11.04 | 18.01.05 | 29.10.04 | 14.01.05
13 04.10.04 | 05.10.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 10.01.05
14 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 - - 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 14.01.05
15 04.10.04 | 05.10.04 | 29.12.04 | 22.11.04 | 19.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 09.12.04 | 21.01.05
16 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 10.01.05
17 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 | 02.01.05 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 10.01.05
18 04.10.04 | 05.10.04 | 29.12.04 | 07.12.04 | 26.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 09.12.04 | 27.01.05
19 04.10.04 | 05.10.04 | 29.12.04 | 22.11.04 | 19.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 09.12.04 | 10.01.05
20 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 - - 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 21.01.05
21 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 19.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 14.10.04 | 21.01.05
22 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 10.1.05
23 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 19.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 21.01.05
24 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 - - 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 27.01.05
25 04.10.04 | 05.10.04 | 29.12.04 | 22.11.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 09.12.04 | 10.01.05
26 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 - - 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 27.01.05
27 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 | 02.01.05 | 19.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 21.01.05
28 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 18.10.04 | 14.01.05
29 01.10.04 | 04.10.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 22.10.04 | 14.01.05
30 27.09.04 | 30.09.04 | 29.12.04 | 11.10.04 | 12.01.05 | 23.11.04 | 18.01.05 | 22.10.04 | 14.01.05
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Tabulka €. 1. (pokra¢ovéani)

Vzorek | avor | AMOF | SNAT | SNAF | GLUI | GLUF | UREI | UREF

- - - - 27.05.04 | 20.07.04 | 26.05.04 | 15.07.04

- - - - 27.05.04 | 14.07.04 | 31.05.04 | 13.07.04

- - - - 27.05.04 | 14.07.04 | 27.04.04 | 13.07.04

- - - - 27.05.04 | 20.07.04 | 27.04.04 | 15.07.04

14.07.04 | 27.04.04 | 13.07.04

- - - - 28.05.04 | 20.07.04 | 19.05.04 | 15.07.04

- - - - 28.05.04 | 20.07.04 | 31.05.04 | 15.07.04

- - - - 28.05.04 | 20.07.04 | 24.05.04 | 15.07.04

O|o|N|oO|O|RWIN|FR|C

1
1
1
1

N

~

o

o1

- - - - 28.05.04 | 14.07.04 | 29.05.04 | 13.07.04

31.05.04 | 14.07.04 | 31.05.04 | 13.07.04

11 25.10.04 | 17.01.05 | 07.12.04 | 10.01.05 | 26.10.04 | 17.01.05 | 02.11.04 | 25.01.05

12 24.11.04 | 17.01.05 | 06.12.04 | 10.01.05 | 26.10.04 | 17.01.05 | 02.11.04 | 25.01.05

13 11.10.04 | 17.01.05 | 25.10.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 25.01.05
14 22.11.04 | 17.01.05 | 01.11.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 25.01.05
15 11.10.04 | 17.01.05 | 01.11.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 25.01.05
16 11.10.04 | 17.01.05 | 25.10.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 25.01.05
17 22.1.04 | 17.01.05 | 25.10.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 25.01.05
18 22.11.04 | 17.01.05 | 01.11.04 | 10.01.05 - - 30.11.04 | 20.01.05
19 11.10.04 | 17.01.05 | 01.11.04 | 10.01.05 - - 08.12.04 | 20.01.05

20 22.11.04 | 19.01.05 | 07.12.04 | 10.01.05 08.12.04 | 20.01.05

21 22.11.04 | 19.01.05 | 01.11.04 | 11.01.05 | 22.11.04 | 14.01.05 | 08.12.04 | 20.01.05

22 11.10.04 | 19.01.05 | 01.11.04 | 11.01.05 | 22.11.04 | 14.01.05 | 08.12.04 | 20.01.05

23 22.11.04 | 19.01.05 | 01.11.04 | 11.01.05 | 22.11.04 | 14.01.05 | 08.12.04 | 20.01.05

24 11.10.04 | 19.01.05 | 01.11.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 20.01.05

25 11.10.04 | 19.01.05 | 07.12.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 18.01.05

26 22.11.04 | 19.01.05 | 01.11.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 13.12.04 | 18.01.05

27 22.11.04 | 19.01.05 | 25.10.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 18.01.05

28 11.10.04 | 19.01.05 | 25.10.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 18.01.05

29 11.10.04 | 19.01.05 | 25.10.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 18.01.05

30 11.10.04 | 17.01.05 | 25.10.04 | 11.01.05 | 11.11.04 | 11.01.05 | 10.12.04 | 18.01.05
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Tabulka €. 2. Vybrané fyzikalni a chemické padni vlastnosti.

Vzorek &. Jil H Niot CEC
(%) P (mg.g®) | (mggh | (mmolkg?)
1 10,4 6,5 13,3 1,35 170
2 12,6 7,2 22,6 2,37 270
3 4.5 49 13,6 1,42 185
4 17,1 6,6 24,7 2,00 270
5 14,0 7,0 21,2 2,09 235
6 7,7 6,7 40,2 4.07 350
7 40 6,1 16,9 1,65 200
8 8,8 7,2 22,2 2,17 230
9 6,4 5,7 15,6 1,67 260
10 472 5,6 16,7 1,76 320
11 6,4 43 43,9 3,76 350
12 10,0 49 51,8 5,09 410
13 21,2 7,2 15,3 1,61 245
14 16,2 5,9 8,5 1,05 150
15 16,0 55 14,5 1,42 190
16 11,5 48 15,0 1,51 190
17 6,9 5,2 25,7 2,50 200
18 21,9 7,2 16,0 1,72 270
19 17,2 6,7 17,3 1,71 250
20 19,8 7,3 9,5 1,11 190
21 27,8 6,7 19,0 2,08 350
22 17,1 57 14,0 1,57 205
23 18,8 6,1 18,3 1,94 260
24 13,9 5,6 12,3 1,34 190
25 18,3 5,9 12,6 1,38 190
26 8,7 3,9 25,3 2,30 240
27 6,5 6,2 12,3 1,44 180
28 5,6 55 19,7 1,84 160
29 40 55 33,9 3,35 260
30 21,4 6,9 18,1 2,09 280
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Tabulka 3. Vydedky mikrobiologickych analyz.

| —vzorky uchované pii + 4°C,

F —vzorky zmrazené.

Ostatni zkratky a jednotky viz. odst. 2.3.

Vzorek& | Cuol | ChoF | RESI | RESF | LAGI | LAGF | MAX| | MAXF
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 - - - - - - - -
4 - - - - - - - -
5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - - -
10 - - - - - - - -
11 442 482 1,38 1,12 974 1080 1,92 2,19
12 1076 1017 213 1,91 253 660 1,39 2,34
13 216 177 1,80 1,50 1033 1037 4,32 4,86
14 0,91 0,71 1164 1253 3,69 3,53
15 160 208 0,86 0,76 1086 1062 4,22 3,84
16 222 200 0,30 0,54 1427 1456 3,16 3,14
17 424 492 1,49 1,42 862 598 2,68 3,00
18 217 264 1,27 1,39 1058 1005 4,05 3,80
19 114 240 1,08 0,79 1001 959 5,34 4,94
20 1,33 1,20 991 1111 2,92 3,07
21 178 272 0,83 0,79 1059 1095 6,00 5,11
22 241 212 0,86 0,57 880 971 4,39 4,10
23 259 270 0,64 0,74 958 940 4,43 4,83
24 0,80 0,52 1124 1258 3,39 341
25 196 184 1,45 0,95 1066 1042 4,12 4,13
26 1,30 1,06 1364 1204 3,26 2,87
27 202 209 1,27 0,65 956 1063 5,32 4,76
28 238 231 1,52 0,95 908 870 3,59 3,26
29 672 632 1,88 1,39 514 534 2,01 2,38
30 242 236 1,60 1,28 919 989 5,81 5,32
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Tabulka 3. (pokracovani).

Vzorek ¢&.| AMOI | AMOF | SNAI SNA F URE | UREF | GLUI GLUF
1 - - - - 25,7 23,6 126 152
2 - - - - 40,7 39,2 215 166
3 - - - - 6,3 7,7 118 112
4 - - - - 15,2 18,3 241 220
5 - - - - 32,8 37,4 164 154
6 - - - - 19,4 12,1 303 314
7 - - - - 3,9 4,5 184 183
8 - - - - 155 14,0 243 260
9 - - - - 8,0 8,0 167 162

10 - - - - 13,4 12,3 241 210
11 12,33 9,76 7 15 10,8 11,5 276 240
12 16,98 13,16 20 46 20,4 17,5 708 585
13 1,59 2,03 690 648 46,2 45,3 - -
14 1,82 1,62 128 153 8,2 9,4 - -
15 4,12 2,43 449 308 19,5 21,8 - -
16 3,48 3,86 101 143 15,0 15,8 - -
17 6,92 11,8 67 39 10,7 11,6 - -
18 3,08 4,50 682 810 46,6 46,5 - -
19 6,22 6,23 527 640 37,2 35,6 - -
20 2,38 2,67 1061 787 42,4 35,8 - -
21 3,10 4,72 667 785 37,2 36,9 172 164
22 7,34 6,45 666 525 17,8 16,8 264 243
23 5,47 5,85 620 615 35,1 34,8 223 225
24 3,55 4,24 270 144 58 4,5 134 118
25 7,25 7,08 443 318 18,3 18,3 260 271
26 7,17 7,72 4 8 7,0 6,7 243 205
27 4,92 4,45 194 118 6,5 6,4 250 296
28 5,66 5,04 51 46 6,9 6,1 313 282
29 13,42 13,5 339 246 15,2 17,6 517 522
30 5,42 4,26 1161 1040 47,8 45,1 222 230
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Tabulka ¢.4. Vydedky péarového t- testu testujici nulovou hypotézu:

zmrazeni nema zadny vliv na stanovované mikrobiologické parametry.

Chio RES AMO SNA URE GLU
Rozdil -14,0 0,22 0,043 35,7 0,403 12,3
n 16 20 20 20 30 22
t 1,091 4,407 0,110 1,559 0,910 1,715
to.05 2,131 2,093 2,093 2,093 2,045 2,080
p 0,29231 0,00030 0,91350 0,13559| 0,28685| 0,10106

Rozdil mezi hodnotami nam&tenymi v pidach uskladnénych pri + 4° C a zmrazenymi byl

spocitan pro kazdy vzorek (Rozdil). Tyto hodnoty byly pouZity pro vypocet parového t- testu.

Zkratky mikrobiologickych parametri viz. odgt. 2.3.

n — pocet vzorka,

t — vypoctena hodnotat,

to.0s — kriticka hodnotat na hladiné vyznamnosti 0,05,

p — pravdépodobnost, Ze pti platnosti nulové hypotézy budou ziskany minimalné tak odlehlé

vysledky jako jsou hodnoty nameéiené.
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Stanoveni obsahu D9- tetrahydrocannabinolu (D9-THC)

v konopi setém

Nadézda Kabatova
Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemedelsky, NRL- RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
nadezda kabatova@ukzuz.cz

1. Uvod

Konopi seté (Cannabis sativa L.), prastara kulturni rostlina s mnohostrannym vyuzitim,
se v povolenych odriidach sobsahem D*- THC mensim neZ 0,2 % vraci po létech Gtlumu

do zemad&lské vyroby také v Ceské republice.

Konopi patti k ngjvyznamnéjSim pifadnym rostlindm mirného pésma. V zemich EU
je péstovani konopi podporovano a mezi spotiebiteli jsou propagovany konopné materidly.
Projevuje se tak tendence nahrazovat ve VvétSi mife uméla vldkna, jejichz likvidace je
z hlediska Zivotniho progttedi stéle vice problematicka

V roce 2004 se Ceska republika stala sougasti Evropské unie. Vyvstala tak povinnost dana
ustanovenim ¢l.5a odst.2 natizeni (ES) ¢. 1251/1999 a¢l. 7b natizeni (ES) ¢. 2316/1999, ktera
uklada statnim organim vytvoiit systém pro ovérovani obsahu D°- THC v odriidach konopi
setého. Stét musi zajistit kontrolu 30% ploch, na nichz se péstuje konopi uréené k produkci
vldkna. Provadéni téchto analyz je podminkou vypléceni piimé platby na plochu osetou
konopim (natizeni Komise ¢. 2199/03 o Jednotné plathé na plochu).

NaSe laborator byla povéiena Ministerstvem zemédélstvi CR  provadénim  zkousek
na stanoveni obsahu D- THC v konopi. U odebranych vzorkii byl stanoven obsah D’- THC
dle postupu uvedeného v piiloze XIII, ¢lanku 7b natizeni (ES) ¢.2316/1999. Z&roven byla
provedena ¢aste¢na validace metody na vybraném souboru vzorka a sandardi.

Soucésti prace se stalo i posouzeni navrhu Komise EU na novy pristup k ovérovani obsahu
D’- THC v konopi, ktery jsme obdrZeli na pocétku roku 2004. Tento navrh piedpoklada, Ze by
se v urditych, piesnd vymezenych pripadech, sledoval pomgér obsahu D°- THC/CBD.

Pro odridy konopi, urcené k produkci vliakna, by po celé vegetaéni obdobi mél mit tento
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pomér hodnotu menSi nez 0,15. Zavedeni uvedeného parametru by v budoucnu vedlo
ke zjednoduSeni odbéru vzorku a celkovému urychleni kontroly ploch osetych konopim.

2. Charakteristika konopi setého

2.1. Popisrostliny

Konopi je jednoleta, piavodem dvoudoma kulturni rostlina ze Stredni Asie. Botanicka
klasifikace konopi byla po dlouhou dobu nejasnd, botanici se nemohli shodnout na prislusné
¢eledi. Dnes se konopi obvykle zarazuje do zvI&stni ¢eledi konopovitych (Cannabaceae), kam
vedle konopi patii pouze chmel. Rozliduji se tii zkladni druhy konopi:®

K onopi seté (Cannabis sativa, L.), u kterého se urcuji tri formy
- severni - narustd max. do 0,8 m a dozrdva za 60 az 80 dni; péstuje se
az k polarnimu kruhu v podminkéch dlouhého dne, ovdem s malym vynosem

semene i stonku,

- jiZzni - pavodni typ konopi, narista do vy3ky 3,5 a2 4 m, svegetacni dobou
130 az 180 dni; dava vysoky vynos jemného vldkna, ale relativné maly vynos

semen,

- prechodny typ - vznikl kiizenim predchozich typu a je vhodny pro péstovéani
ve stiedni Evropé, podle padnich a klimatickych podminek dorasta vysky
1,7 & 25 m (vyjimeiné az 3,5 m); dava dobry vynos vlékna i semene
adozrava za 90 az 120 dni.
K onopi plané (Cannabis ruderalis) — nevyznamny jednolety plevel,
Konopi indické (Cannabis indica, L.) péstované v teplejSich klimatickych oblastech
nejen pro vidkno a semeno, ae i pro vysoky obsah psychotropnich latek (THC),
kterych maZe byt v suSiné nekterych ¢ésti 10 — 12% a které douzi k vyrobé hasise a
néasledné dalSich narkotik. Okvéti a vrcholoveé olisténi je surovinou pro psychotropni
drogu ,marihuanu“. V Ceské republice neni jeho péstovani povoleno (pouze

vyjimedné k Iékarskym Geeltim).

Konopi seté je statna rostling, u niz byly dlouholetym vybérovym Slechténim ziskany
jednodomé variety, které vice vyhovuji péstitelskym potirebam. Rostlina ma vzpiimenou,



fidce vétvenou lodyhu, kterd je v bazélni ¢asti stlacen¢ valcovitd, v horni hranata a uvnitt
dutd Je pokryta jemnym chmytim a ma kulovity koren. Konopi je cizospradné, vétrosnubné
i na vétsi vzdalenost. Plody jsou vejcité nazky. Listy maji charakteristicky tvar, podobgjici

Se prstim oteviené ruky.

Ma vysoky obsah celulézy a ligninu, obsahuje aZz 30% kvalitnich lykovych viaken.
V porovnani sogatnimi kulturnimi rostlinami je relativné odolné proti raznym skadcim
a nemocem. Patii mezi nekolik rostlin, u kterych se vyvinul Gcinny systém tzv.vlastni
ochrany. Konopim uvoliované tékavé latky chrani i ostatni rostliny péstované v okoli.
Konopi vykazuje také silné protierozivni G¢inky. Svymi koreny vytahuje z pady tézké kovy
a uklada je ve stonku. Behem nékolika let dokéze doslova vycistit kontaminovanou padu.

2.2. Vyuziti konopi

Konopi je povaZovano za vyjimecnou roglinu, kterd potrebuje jen omezenou chemickou
ochranu a ma velkou rozmanitost vyuZiti. Je udévéno az 25 tisic raznych vyrobka, pro néz

slouzi jako vychozi surovina.

Vyuziti jednotlivych ¢asti rostliny v riznych praimyslovych a dalSich odvétvich hospodéistvi
shrnuje nésledujici prehled.

VIadkno

Textilni pramysl - u konopného vlékna se hodnoti predeviim pevnost, pruznod,
antistatické a hygienické vlastnosti, schopnost zachycovat UV Zzéfeni, poréznost
a prokézané antimikrobidlni U¢inky. PouZivd se predevdim k vyrob¢ technickych
textilii (lana, motouzy, hadice, rybéiské sit¢, dopravni pasy, pfi vyrobé koberci,
plachtovin, potahovych tkanin atd.). V podednich letech nachézi jemné konopné
vl&kno uplatnéni pro vyrobu smésnych prizi sostatnimi prirodnimi, ale i umeélymi
vlakny, ze kterych se vyrabi koSiloviny, dzinsoviny, oblekové laky, ale i pletené
vyrobky.

Papirensky pramysl - vyroba cigaretového papiru a papiru pro technické vyuZziti.
Sortiment papiru vyrabény z konopi se vyznatuje vysokou pevnosti a odolnosti vici

vodg.
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Automobilovy primysl - vyroba termo- a duroplastickych lisovanych dilci
k obkladim dvefi a zavazadlového prostoru. Konopné vidkno se pouziva i k ndhradé
azbestu na brzdova a spojkova oblozeni.

Stavebnictvi - vyroba izola¢nich rohozi.

ZvIé&tni upotiebeni - matracoviny, Zinénky, pii vyrob¢ obuvi.

Pazderi (vedlejSi produkt pii zpracovani konopného stonku)
Podestylka pod zvirata s mimoiadnou nasakavosti.

Soucést substrétu pro péstovani jedlych hub a komposti.

Plnici sloZka pii vyrobé urcitych stavebnich dilca.

K onopné semeno
Krmivo - predevsim pro ptéky, ptipadné k vykrmu ryb.

Potravinarsky pramysl.

Kosmeticky a farmaceuticky primysl - pouziva se vylisovany olegj - ma vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin. Konopny olgj a listi se pouziva k vyrob¢ fady 1éki
proti astmatu, epilepsii, sklerdze.

Konopi patii mezi tzv. energetické rostliny a produkce biomasy jako ndhrady fosilnich paliv

nabyva na stéle vétsim vyznamu.?

Konopi ma v porovnani s plastickymi hmotami 100 % bezodpadovost. | ,dosouZilé* konopné
vyrobky se pouziji k vyrob¢ papiru, shoti v kotelné nebo zetli jako kazda organicka hmota

v kompostu.

2.3. Chemické slozeni konopi

Specifickou skupinou sekundarnich produktii, charakteristickych pro druh Cannabis (konopi),
jsou léky terpenického pavodu, které jsou souhrnné oznatovany jako cannabinoidy.
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Tyto laky jsou produkovény rostlinnou tkani, v systému zlaz, ve formé pryskytrice. Ta je
aZ z jedné tretiny tvorena pravé cannabinoidy. Pryskyii¢né Zlazky se nachézeji na povrchu
vSech ¢asti rostlin svyjimkou koreni a semen. Nejvice silicnych Zldzek je na samigich
kvétech slisteny. V konopi bylo popsano vice neZ 60 cannabinoidii.”

Hlavnim nositelem psychotropniho G&inku konopi je D’ tetrahydrocannabinol (D°- THC
nebo jen THC), systematicky 3- pentyl- 6,6,9- trimethyl- 6a,7,8,10a tetrahydro- 6H-
dibenzo [b,d] pyran-1-ol (Obrézek &.1). Byl popsan i jeho derivd DP- THC, ktery se lisi

polohou dvojné vazby.

oOH

Q

Obrézek &.1: D*- tetrahydrocannabinol

D’- THC se vyskytuje u viech druhi konopi a to od stopovych mnoZstvi a2 po témst 95%
ze v&ech obsazenych cannabinoidi. Jak v Ceské republice, tak ve vdech zemich Evropské

unie, Ize p&stovat pouze povolené odridy konopi setého s obsashem D’- THC < 0,2 %.

K dal§im cannabinoidam, které jiz psychotropni G¢inky nemaji, ale které Ize v konopi bézné
nalézt, patii cannabidiol (CBD), cannabichromen (CBC) a cannabigerol (CBG). Tyto
cannabinoidy veetnd D’- THC maji pentylovy postranni fetézec. Uvedené cannabinoidy
se mohou vyskytovat i jako propyl- derivaty a pak nesou oznaceni- cannabidivarin (CBDV),
cannabichromevarin (CBCV), cannabigerovarin (CBGV) nebo D’- tetrahydrocannabivarin
(THCV). Tyto propyl- derivéty jsou viak méné casté.

V konopi jsou cannabinoidy syntetizovany a akumulovany jako jejich prisludné karboxy-
kyseliny. Kdyz je rostlina suSena, skladovana nebo zahtivana, jsou tyto kyseliny postupné
nebo zcela dekarboxylovany na neutrdni formy (napi. CBDA ® CBD). Pro zjednoduSeni

seV literatuie obvykle uvédeji cannabinoidy ve zkratkach, jako jejich neutrdini formy.

37



Pri analyza&ch miaZeme ve vzorcich konopi nalézt i tzv. cannabinol (CBN). Nejedna
se 0 prirodni cannabinoid, ale o laku, ktera vznika odbouravanim THC pti nevhodném
zpasobu skladovani konopi. V cerstvych rostlinach nebo v nové pripravenych vzorcich
se CBN nevyskytuje.

2.4. Biosyntéza cannabinoidi

Prvni specificky krok v biosyntéze cannabinoidi je kondenzatni reakce geranylpyrofosfatu
skyselinou olivetolovou. Vznikly cannabigerol (CBG) je primym prekursorem pro CBD,
CBC, a jak se v soucasné dob¢ predpokladd, i pro THC (viz. obrazek ¢.2). Ve garSich
odkazech bylo THC povaZzovano za dalSi cyklizacni produkt CBD. Nebyla v3ak potvrzena
existence enzymu CBD- cyklazy, kterd by katalyzovala syntézu THC pres CBD.”

Konopi je podle vzdemného pomiru D- THC a CBD fazeno do nekolika fenotypi,
oznacovanych také casto jako chemotypy. Jiz vroce 1973 byly popsany tii zékladni
chemotypy

chemotyp droga—obsah THC > 0,3 % a CBD < 0,5 %,
chemotyp stiedni droga—obsah THC > 0,3 % a CBD > 0,5 %,

chemotyp vlakno —obsah THC < 0,3 % aCBD > 0,5 %.

Vedle téchto tii velmi ¢astych chemotypu zaloZzenych na vzagemném poméru THC a CBD,
byly pozdéji popsany i jiné vzacnéjsi, v nichz pievazujicim cannabinoidem je bud’ THCV -
chemotyp nalezeny v konopi ptivodem z Jizni Afriky nebo CBG - chemotyp identifikovany
poprvé ve Francii.

Bylo navrZzeno nékolik dalSich metod pro klasifikaci konopi, které spocivaji ve stanoveni
raznych pomert zahrnujicich obsahy hlavnich cannabinoidia véetné CBN. Nékteré noveéjsi
metody jsou zaloZeny na analyzach DNA.
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Obréazek ¢.2: Biosyntéza cannabinoidi (1. geranylpyrofosfat, 2. kys.olivetolova,
3. CBG(V), 4. CBC(V), 5. THC(V), 6. CBD(V),
|-geranylpyrofosféat: olivetolat geranyltransferaza, 11- CBC(V) synthaza,
[I1- THC(V) synthaza, 1V- CBD(V) synthaza, Ri- propyl, Rz- pentyl)

3. Metody stanoveni obsahu D*- THC v konopi

Ke stanoveni obsahu D*- THC Ize pouzit chromatografické metody. V piipads, Ze chceme
rozlisit kyselé a neutralni cannabinoidy, je vhodné vyuZit bud’ chromatografii na tenké vrstvé
nebo analyzu metodou HPLC. V soucasné dob¢ je ke stanoveni cannabinoidi nejéasté)i
pouzivana metoda plynové chromatografie s pouzitim detektoru FID nebo MS. Vzhledem
k vysoké teploté injektoru jsou vSechny kyselé cannabinoidy dekarboxylovany a vysledek
odpovida souctu jejich neutrdnich a kyselych forem.
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V natizeni (ES) ¢. 2316/1999, ¢lanku 7b, priloze X111 je uvedena metoda GC pro kvantitativni
stanoveni D’- THC. Je zde popsan odbér vzorki podie toho, zda se jedna o kontrolu produkce
konopi ur¢eného na vlakno nebo zda jde o proces, kdy ma byt nova odrida schvélena

a zapsana na seznam povolenych odrad (viz.tabulka ¢. 1).

Tabulka ¢.1: Podminky pro odbér vzorka konopi

Postup A Postup B

Oblagt aplikace Kontrola produkce Zapsani na seznam

povolenych odrad

Odbéry

Velikost odebraného vzorku |50 rostlin 200 rogtlin

na kazdé kontrolované

parcele

Odebirana ¢ast rostliny Hornich 30 cm obsahujicich | Horni tietina kazdé vybrané
nejméné jedno samici rogtliny
kvétenstvi u kazdé vybrané
rogliny

Doba odbéru V obdobi od 20. dne po Béhem 10 dni nasledujicich
zacatku az do 10. dne po po ukoncéeni kveteni
ukonceni kveteni.

Odebrané vzorky konopi musi byt nejpozdgji do 48 hodin vysuSeny pri teploté do 70° C. Poté
jsou zbaveny stonki a semen a umlety na polojemny préSek. Takto pripraveny vzorek
se extrahuje hexanem, s pridavkem vnitfniho standardu squalanu, v ultrazvukové lazni.
Po odstiedéni je mozno supernatant nastiikovat do plynového chromatografu s detektorem
FID. Pro analyzu je doporucena nepolarni kapilarni kolonas 5% fenylu v methyl
polysiloxanove fazi. Kvantitativni vyhodnoceni se provede metodou vnitiniho standardu.

3.1. Navrh nového pristupu k posuzovani konopi

Jak jiz bylo uvedeno, aby bylo mozno ziskat finan¢ni dotace zfondi Evropského
spolecenstvi, je nutno 30% vymery konopi ur¢eného k produkci vidkna kontrolovat piesné
stanovenym zpasobem, ktery ur¢i jednotlivé ¢lenské staty. Hledaji se proto nové moznosti,
jak tuto kontrolu zjednodusit, nebot’ obsah D*- THC v konopi velmi zavisi jak na odebirané
¢asti rogtliny, tak nadob¢ odbeérul.
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B&Zns se pripoudti, Ze obsah D°- THC v sami¢im kvétenstvi je 2° a2 4 vySSi ne? v listech
a2 vysSi neZ v celé horni treting rostliny. Jeho obsah se meni také v pribehu vegetacniho
cyklu rostliny. Na pocétku cyklu, kdy mé rostlina jen listy, se sice obsah D°- THC postupng
zvy3uje, nicmeng zastava nizky. Jakmile zatne doba kvétu, méreni provadéné na smesi listi
a kvétenstvi prokéZe zvydeni obsahu D’- THC. Od konce kvétu dochézi k dal&imu zvySeni
obsahu D°- THC zpiisobenému patrné ztrétou &ésti listi, ¢imz se zvy&uje podil kvétenstvi
na rostling. Na z&kladé toho Ize konstatovat, Ze relativni pomer lista a kvétenstvi u rostliny
v pribéhu vegetatniho cyklu ma velky vliv na obsah D’- THC. Z toho vyplyv4, Ze kdyz
podminky odbéru vzorki podle postupi A aB nejsou stejné, budou se lisit i vysledky mereni
obsshu D- THC podle pouZitého postupu. Proto je hleddno vhodngj& kritérium

pro posuzovani psychotropniho potencidlu konopi.

Céstetnym feSenim maZe byt névrh nové metody na posuzovani obsahu D’- THC v konopy,
ktery zavédi novy parametr - pomgr obsahu D*- THC/CBD. Tento pomér je pro viechny
zelené ¢asti rostliny dané odrady v pribehu celého vegetasniho cyklu prakticky konstantni .
Pro konopi chemotypu ,,vi&kno* byla navrZzena hodnota daného poméru mensi nez 0,15, ¢imz
bude zaruceno, Ze obsah D°- THC v rostling nepreséhne povolenou hodnotu 0,2 %. Ukolem
jednotlivych ¢lenskych zemich EU je ovéfit, zda pro jimi péstované odridy, za danych

klimatickych a ekologickych podminek, je tato hodnota akceptovatelna.

Vyhodou navrhu je, Ze odbér vzorkia maze byt proveden jiZz v dobg, kdy rostlina dosahne
vyky 50 cm a je mozno odebirat jen malé mnoZstvi rostlinného materidlu. Provadi
se u reprezentativniho vzorku 50 rogtlin tak, Ze je odebran pouze jeden list z hornich 30 cm
rogliny. Tento postup vSak muZe byt pouZit pouze v pripadé, Ze se jednd o kontrolu
kultivovanych ploch, osetych povolenymi odridami konopi, tzn. alternativa k postupu A.
Aby mohla byt nova odrida zapsana na oficidlni seznam autorizovanych odrud, je zapotiebi
stale respektovat postup B v jeho celistvosti.

41



3.2. Metoda stanoveni obsahu D*- THC a CBD v odriidach konopi

3.2.1. Princip metody
Vysugeny a pomlety vzorek konopi se extrahuje hexanem. CBD a D’- THC se kvantitativng

stanovi metodou kapilarni plynové chromatografie za pouZiti detektoru FID.

3.2.2. Chemikalie
n- Hexan (Pestanal), pro chromatografii,

Squalan (2,6,10,15,19,23- hexamethyltetracosan), Sigma,
D’- tetrahydrocannabinol, 1mg/ ml v methanolu, Sigma,
Cannabidiol, 1mg/ ml v methanolu, Sigma,

Cannabinol, 1mg/ ml v methanolu, Sigma,

3.2.3. Pristroje a pomicky
Zkumavky,

Vialky se Sroubovacim uzavérem, objem 2 ml,

Reakéni vialky, objem 5 ml,

Automatické davkovaci pipeta, 100— 1000 m,

Ultraodgtiedivy mlyn ZM100 (sito 0,5 mm) nebo tiidtivy kdvomlynek ETA 062,
Termovap TV 10,

Ultrazvukova lazen,

Odstiedivka,

Plynovy chromatograf Varian CP-3800 s detektorem FID,
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3.2.4. P¥iprava vzorku

Vzorek konopi musi byt nejpozdéji do 48 hodin po odbéru vysuSen do konstantni hmotnosti
(obsah vihkosti 8- 13 %) pii teploté do 70 °C. Po vysuSeni se uchovéava bez drceni pri teploté
do 25 °C natmavém misté.

3.2.5. Piiprava zkusebniho vzorku

Z vysuSeného vzorku se odstrani stonky a semena velikosti pies 2 mm. Pomele se tak, aby byl
ziskén polojemny prédek (veskeré ¢astice musi projit sitem 1 mm). Takto namlety vzorek
muaze byt skladovan na suchém, tmavém misté pii teploté do 25° C po dobu nejdéle deseti
tydn.

3.2.6. Extrakce

Extrakéni roztok: 35 mg squalanu (vnittni standard) se rozpusti ve 100 ml hexanu.
Do zkumavky se nav&Zi 100 mg zkusebniho vzorku, prida se 5 ml extrakéniho roztoku,
obsahujiciho vnitini standard. Zkumavka se vlozZi do ultrazvukové lazng, kde se vzorek
extrahuje po dobu 20 min. Poté se vzorek odstied’uje pri asi 3000 ot./min. po dobu 5 minut.
Pripraveny supernatant se prevede pomoci automatické pipety do 2 ml viaky a vlozi
se do automatického davkovace GC k provedeni kvantitativni analyzy.

Pro dosazeni vysSi citlivosti stanoveni (sniZzeni detekénich limitt) lze supernatant s nizkym
obsahem analyta zakoncentrovat.

3.2.7. Stanoveni plynovou chromatogr afii

Analyza cannabinoidi se provede izotermélné pii teploté 260° C, s nasttikem vzorku 1 a
splitovacim pomérem 1: 40. Pti pratoku N2 0,4 mi/min opoudti v3echny sledované létky
kolonu mezi 9 aZ 16 min. Piky cannabinoidi v analyzovaném vzorku se identifikuji

na zaklad¢ jejich reten¢nich ¢asli, porovnanim s referenénim vzorkem o znamém sloZeni.
Vyhodnoceni se provede metodou vnitiniho standardu z kalibracni primky.

Provede se ttibodov4, piipadné pétibodova kalibrace (podle toho, zda se jedna pouze

o kontrolu ploch osetych technickym konopim nebo o proces uznavani dané odrudy)
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v rozsahu 0,002— 0,5 mg/ml D*- THC a CBD v extrakénim roztoku, coZ pro vyse popsanou
metodu odpovida obsahu 0,01- 2,5% D°- THC a CBD v redlném vzorku. Obsahy jednotlivych
latek jsou automaticky vypocitdvany z kalibracnich zavislosti pomoci softwaru Star GC
Workstation v.5.51, ktery je z&ladnim prisluSenstvim plynového chromatografu.

3.2.8. Chromatogr afické podminky

Kolona DB5(30m”~ 0,25mm”~ 0,25 mm),

Nosny plyn dusik,

Program.pratok N 0,4 ml/ min (19 min) ® 0,5 ml/ min (31 min),
Teplota injektoru 300° C,

Teplota detektoru 300° C,

Teplotni program 260° C (16 min) — 10 °C/ min—290° C (31 min)
Nastiik 1 m, split 1: 40

V tabulce ¢.2 jsou uvedeny reten¢ni ¢asy tg jednotlivych cannabinoidi a jejich relativni
retencni Casy Rt, vzhledem Kk vnitinimu standardu pro vySe uvedeny teplotni program
a kolonu. Cannabinol je zde uveden z diivodu, Ze jeho ptitomnost miZe byt indikaorem
nespréavného skladovani vzorku.

Tabulka ¢.2: Retenéni ¢asy arelat. retenéni ¢asy stanovovanych latek

Analyt Zkratka tr (Min) Rt,
Cannabidiol CBD 10,177 0,69
D’- tetrahydrocannabinol D’- THC 12,118 0,82
Cannabinol CBN 13,797 0,93
Squalan 14,792 1,00

Obrézek ¢.3 je chromatogram se standardy zakladnich stanovovanych cannabinoida. Obrazek
¢.4 je vzorovy chromatogram odrady Benico. U vzorku lze pozorovat neptitomnost piku
CBN, coz sveéd¢i o spravnosti uchovavani vzorku pied viastni analyzou.
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Obrazek ¢.4: Chromatogram vzorku odridy Benico
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3.3. Ovéreni a ¢astecna validace metody

Pro ovéteni a provedeni ¢astecné validace metody na stanoveni obsahu D*- THC a CBD byly
pouZity vzorky, dodané do naSi laboratore v rdmci pozadované kontroly 30% ploch, na nichz
se péstuje konopi pro produkci vlidkna. DalSi ¢ast vzorkt byla dodana odborem odrtidového
zku&ebnictvi, ktery ma jiz tietim rokem ve zkuSebnich pokusech polskou odradu Silesia. Tato
odrida byla testovana na dvou stanicich spolecné se standardy, kterymi byly odrady Benico
aJuso 11. Celkov¢ bylo analyzovano 25 vzorka.

Péivodni poZadavek stanoveni obsahu D*- THC byl rozsiren o stanoveni obsahu cannabidiolu
tak, aby mohl byt stanoven pomér obsahu D*- THC/CBD (viz.kapitola Navrh nového piistupu
k posuzovéani konopi). Vypocitané poméry pro u nas péstované odrady byly porovnany
s hodnotou navrZenou pro odridy technického konopi.

Velky vliv na spravnost vysledka analyz vzorka ma spravna a pecliva priprava zkusebniho
vzorku a nasledné mleti. Soucasti této préace bylo mimo jiné odzkouSeni vhodnosti mlynka,
které jsou v soucasné dobé v nasi laboratori k dispozici. Dale byl sledovan vliv doby extrakce
na vysledny obsah stanovovanych latek.

Byly stanoveny hodnoty opakovatelnosti, meze detekce pro D’- THC a CBD a hodnoty
nejistoty stanoveni D°- THC a CBD. K ovéfeni spravnosti metody bylo pouZito metody
standardniho pridavku, nebot’ neni komeréné dostupny vhodny CRM. Doposud také nebyly

organizovany zadné mezindrodni porovnavaci zkousky zahrnuijici tato stanoveni.

3.3.1. Mleti vzorku

Z hlediska spravnosti vysledki je velmi dulezité zvolit spravny postup pii mleti vzorku.
V prabéhu mleti by nemélo dochézet k zahtivani vzorku a zé&roven K ulpivani konopné
pryskytice na soucastech mlynku. Z uvedenych davodt je vhodny vibraéni kulovy mlyn
(firmy Retsch, Fritsch). Tento mlynek v naSi laboratori neni k dispozici a jeho porizovaci

néklady jsou vysoké.

Z mlynka pouzivanych v naSi laboratoi byl vybran k odzkouSeni trigtivy kévomlynek
ETA 062 a ultraodsttedivy mlyn ZM100 firmy Retsch. Vhodnost mlynka byla testovana
na souboru 18 vzorki. Jednotlivé vzorky konopi byly rozdéleny vzdy na dvé casti,
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z nichz kazda byla pomleta na prislusném mlynku a takto pripraveny vzorek byl stanoven
ve dvou paralelnich stanovenich.

U kavomlynku byla doba mleti jednoho vzorku rozdélena do tii ¢ésti po 20 sekundéach tak,
aby se zabrénilo zahidi vzorku. V piipadé ultraodstiedivého mlynku Retsch bylo pouZzito
kruhové sito sotvory 0,50 mm. U obou mlynka bylo dulezité, aby v3echny jejich soucasti
byly mezi mletim jednotlivych vzorka dukladné ocigtény ethanolem.

Z tabulky ¢.3 vyplyvd, Ze vysledky stanoveni s pouzitim obou mlynki jsou prakticky
srovnatelné, coz bylo potvrzeno i vyhodnocenim v programu EffiValidation 3.0 (Spravnost -
Srovnani dvou metod - t- test na rozdil vysledki). VEtSi rozdily mezi nékterymi vysledky
ve prospéch jednoho ¢i druhého mlynku Ize vysvétlit problémy sdocilenim zcela

homogennich vzorka (relat. pomer lista a kvétenstvi ve vzorku). Z hlediska snadné obsluhy

vvvv

Tabulka ¢.3: Srovnani vydedka stanoveni dedovanych latek p¥i pouZiti rozdilnych

mlynk
Vzorek &. % CBD % D- THC
kavomlynek Retsch kavomlynek Retsch
393 0,90 0,86 0,06 0,06
394 0,54 0,48 0,08 0,09
395 1,03 0,98 0,35 0,33
396 1,24 1,04 0,32 0,30
397 1,45 1,48 0,09 0,09
398 1,02 0,76 0,11 0,09
399 1,40 1,52 0,43 0,48
400 1,11 1,27 0,58 0,81
401 1,15 1,20 0,05 0,05
402 1,17 0,92 0,06 0,05
677 0,57 0,56 0,03 0,03
678 0,22 0,24 0,01 0,01
679 0,78 0,74 0,04 0,04
680 0,29 0,28 0,01 0,01
681 1,29 1,29 0,06 0,07
682 1,15 1,04 0,06 0,05
683 1,43 1,14 0,09 0,07
684 2,31 2,15 0,11 0,10
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3.3.2. Extrakce vzorku

DalSim krokem pri ovérovani metody bylo odzkouSeni vlivu doby extrakce na vysledny obsah
stanovovanych latek ve vzorku konopi. K tomuto U¢elu byl vybran vzorek odridy Silésia,
ktery vykazoval vysSi hodnoty obou analyti.

Do kazdé zkumavky bylo navdZeno 100 mg zkuSebniho vzorku a bylo pridano 5 ml
extrakéniho roztoku. Poté byly zkumavky umistény v ultrazvukové 1azni. Doba extrakce
¢inila v jednotlivych ptipadech 10, 15, 20, 25 a 30 min. Pro kaZzdou z variant bylo provedeno
8 opakovani. Takto pripravené vzorky byly nastfiknuty do GC.

Byly stanoveny obsahy D- THC a CBD a vypocitany smérodatné odchylky pro jednotlivé
doby extrakce viz. tabulka ¢.4. Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze doporucena doba extrakce
20 minut je dostacujici a presnost stanoveni je zcela vyhovujici .

Tabulka ¢.4: Porovnani vlivu doby extrakce vzorku na obsah stanovovanych latek

M éfeni ¢.

Doba |Obshah Pramér | Smérod.
extrakce| (%) 1. 2, 3. 4. 5. 6. 7. 8. (%) | odchylka

THC | 0,317 | 0,320 | 0,315 | 0,240 | 0,232 | 0,330 | 0,266 | 0,323 | 0,29 0,040

10min. | ~pp | 0957 | 0924 | 0917 | 0.681 | 0,679 | 0.969 | 0,761 | 0.909 | 085 | 0122
15mn | THC | 0322|0324 0322|0322 | 0326 | 0312|0314 0,277| 03L | 0016
CBD | 0,930 | 0,908 | 0,911 | 0,897 | 0,926 | 0,882 | 0,872 | 0,801 | 089 | 0,041
»omin | THC | 03340330 | 0325|0314 0,308 | 0323 | 0324|0321 | 032 | 0008
CBD | 0,982 | 0,936 | 0,956 | 0,914 | 0,863 | 0,914 | 0,895 | 0,920 | 092 | 0036
o5 min | THC | 0321|0331 | 0324|0323 0,321 | 0315 | 0328|0325 | 032 | 0005
CBD | 0,879 | 0,889 | 0,882 | 0,888 | 0,895 | 0,898 | 0,891 | 0,874 | 0,89 | 0,008
somin. | THC | 0306|0321 | 0322|0304 0,316 | 0317 | 0320 | 0,318 | 032 | 0007

CBD | 0,853 | 0,900 | 0,918 | 0,864 | 0,884 | 0,890 | 0,892 | 0,860 | 0,88 0,022

3.3.3. Zkoncentrovani vzorku

Zkoncentrovani vzorku je jednou z moZnosti, jak zlepsit detekéni limity stanovovanych latek.
Vlozeni tohoto kroku bude déle diskutovano v kapitole Meze detekce a stanovitelnosti.

Pro ovéreni, zda krok zkoncentrovani neovliviuje vysledky stanoveni jednotlivych analyta,
bylo pouzZito 8 vzorka v bézné dostupném koncentratnim rozsahu. Kazdy vzorek byl
pripraven dle zakladniho postupu. Po provedeni nastfiku do GC byl extrakt preveden
do reakéni vialky. Ta byla umisténa do koncentratoru vzorka Termovapu, ktery byl nastaven
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na teplotu 40° C. Odvod par rozpoudtédla byl urychlen privodem proudu dusiku nad hladinu
roztoku. Vzorek byl zkoncentrovéan na objem 1 ml. Po homogenizaci v ultrazvukové [azni byl

opét analyzovan na GC.

Prameérné vysledky ze dvou paralelnich stanoveni pro oba postupy jsou uvedeny v tabulce ¢.5.
Vyhodnoceni bylo provedeno v programu EffiValidation 3.0 - Spravnost - Srovnani dvou
metod - t- test narozdil vysledki. Toto testovani prokazalo, Ze srovnavané analytické postupy
poskytuji statisticky stejné vysledky.

Tabulka ¢.5: Srovnani vydedki stanoveni bez a se zkoncentrovanim vzorku

Vzorek &. CBD % CBD(konc.) % D-THC % D-THC(konc.)%
1 0,078 0,075 0,007 0,007
2 0,316 0,305 0,108 0,103
4 1,315 1,358 0,041 0,040
5 0,253 0,252 0,010 0,010
6 0,252 0,251 0,009 0,008
7 0,351 0,343 0,157 0,151
8 1,486 1,503 0,074 0,070
9 2,226 2,336 0,816 0,823

3.4. Stanoveni valida¢nich parametr i

3.4.1. Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni hodnot merené viastnosti kolem stiedni hodnoty,
zapricinéné pusobenim ndhodnych chyb. Statistickou mirou piesnosti je smérodatna odchylka
(9) resp.relativni smérodatna odchylka (s).

Ke stanoveni hodnot opakovatelnosti byly pouzity vysledky paralelnich méieni 25 redlnych
vzorki konopi setého. Koncentrace D*- THC a CBD se vtichto vzorcich pohybovaly
v rozsahu, ktery se predpoklada pro bézné péstované odridy konopi setého registrovanév EU.
U D’- THC pak koncentrace u nekterych vzorka odridy Silesia piekracovalaaZ 3° povoleny

obsah této psychotropni 1&tky.

Vypocet byl proveden pomoci programu EffiValidation 3.0 — Opakovatelnost — Z paralelnich
meéteni. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.6.
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Ze smérodatné odchylky, ktera charakterizuje piesnost vysledki ziskanych pouZitou
analytickou metodou, Ize vypocitat dovolenou diferenci paralelnich stanoveni, tj.maximalni

rozpéti, které Ize je&te vysvétlit piftomnosti néhodnych chyb®”.
Diference dvou paralelnich stanoveni byla vypocitana podle vzorce

R=a, s,

S

kde as je tabelovany koeficient pro dvé paralelni méteni a hladinu vyznamnosti a = 0,05 a
jeho hodnota je 2,77.

Tabulka &.6: Opakovatelnost stanoveni D°- THC a CBD

Stanovovana latka| Opakovatelnost () Rel. op(as::;) \o//?telnost DiferenceR (s. 2,77)
D’ THC 0,00507 3,37 0,014
CBD 0,02575 2,57 0,071

Dle naiizeni (ES) ¢.2316/1999, ¢lanek 7b, priloha XIII - stanoveni obsahu D- THC
v odridéch konopi setého, je povolen rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi 0,03%.
Pro CBD neni tato hodnota uvedena. Z vysledku v tabulce ¢.6 je patrné, Ze jsme danému
poZadavku pro stanoveni D’- THC vyhovéli a Ze stanovena opakovatelnost pro CBD v daném

koncentracnim rozsahu (0,1- 2,5%) je akceptovatelna

3.4.2. Spravnost

Sprévnost charakterizuje shodnost vysledki méreni validované vlastnosti s akceptovanou
nebo deklarovanou referencni nebo vztaznou hodnotou.

V soucasné dobé neni dostupny Zzadny CRM konopi a zérovei nejsou organizovany zadné
mezilaboratorni porovnavaci zkougky natato stanoveni. Spravnost metody stanoveni D*- THC
byla proto ovéiena metodou standardniho pridavku. Vypocet byl proveden v programu
Effivalidation 3.0, parametr Spravnost - Velky koncentraéni rozsah - slepy pokus neni
k dispozici.

K tomuto Gcelu byl pouzit vzorek konopi, ktery vykazoval velmi nizké hodnoty obou
stanovovanych latek. K vychozimu vzorku bylo piidano zndmé mnoZstvi standardu D°- THC

a CBD. Byla pripravena koncentratni fada do obsahu 0,4 % D’- THC. Takto pripravené
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vzorky byly analyzovany a vysledky stanoveni

Effivalidation 3.0 (viz.tabulka¢.7).

Tabulka &.7: Ovéfeni spravnosti metody stanoveni D°- THC

byly zpracovdny v programu

Popis Pf(lrigv)ek Naméieno | VytéZznost | Piesnost splorlléﬁi\(/?)l i Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,00014 | -0,00061—-0,00061 | Prijata
Pridavek 1 0,05 0,0489 97,8 0,00141 | 0,04458 —0,05322 Prijata
Pridavek 2 0,1 0,0989 98,9 0,00283 | 0,09028 —0,10752 Prijata
Pridavek 3 0,2 0,1934 96,7 0,00495 | 0,17833-0,20847 Prijata
Pridavek 4 0,4 0,4209 105,2 0,00707 | 0,39938 —0,44242 Prijata

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spréavné vysledky.

U CBD bylo provedeno kontrolni méteni na stejnych koncentracnich hladinéch jako u THC
avytéznost sanoveni se pohybovala v rozmezi od 95,5 do 90,5%.

3.4.3. Stanoveni mezi detekce a stanovitelnosti
Mez detekce je hodnota, nad kterou Ize odezvu vzorku vérohodné odlisit od odezvy slepého

pokusu. Mez stanovitelnosti je hodnota, nad kterou Ize vérohodné provést kvantitativni

stanoveni.

Pro stanoveni meze detekce a stanovitelnosti byl pouzit program EffiValidation 3.0 —
Stanoveni ze signalu slepého pokusu v chromatografii.

Byla vytvoiena fada kalibracnich standardii pro D-THC a CBD o koncentraci 0,001 aZ 0,2
mg/ml extrakéniho roztoku, coz pro popsanou metodu predstavuje 0,005 — 1% stanovovanych
latek vredlném vzorku. Pripravené roztoky byly zmeteny na plynovém chromatografu
a nasledné byly vyhodnoceny vy3ky pika obou latek. Z namérenych hodnot byla vytvorena
kalibragni
(Effivalidation 3.0 — Kalibrace). Dale bylo nutné zjistit maximéni kolisani zakladni linie, tj.

piimka, byla vypocitdna smérnice této primky a korelagni koeficient
rozdil mezi nejnizsi a nejvysSi hodnotou Sumu v intervalu, ktery je dan 20- ti nasobkem
polositky sledovaného piku. Byly piipraveny 4 slepé vzorky, které byly zméieny na GC.
Po zadéni poZadovaného intervalu pro dany analyt, byla fidicim softwarem Star 5.5,

automaticky vypocitana velikost Sumu.
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Ze smérnic kalibracnich piimek a hodnot maximalniho kolisani zékladni linie byly vypocitany
meze detekce a stanovitelnosti (viz.tabulka ¢.8.).

Tabulka &.8: M ez detekce/stanovitelnosti pro CBD aD’- THC

2. Parametr CBD D’ THC
Smérnice kalibr. pFimky b1 54137,0 38649,7
Korelaéni koeficient R 0,9996 0,9999
Max. kolisani zakl.linie Pmax (MV) 18,00 20,25

Xp (mg/ ml) 0,0010 0,0016
Koncentr. na mezi detekce

Xp % (M/ m) 0,005 0,008
K oncentr. na mevi Xo (Mg/ ml) 0,0033 0,0052
stanoviteinosti Xo% (m/ m) 0,017 0,026

V piipadé potieby kvantifikovat velmi nizké obsahy D’ THC a CBD lze detekéni limity déle
snizit vhodnym zkoncentrovanim vzorku, piipadné zménou teplotniho programu GC docilit
zvySeni odezvy stanovovanych |atek.

V rémci préce na vyvojovém Ukolu bylo dosaZzeno sniZeni detekénich limita vioZzenim kroku -
zkoncentrovani extraktu vzorku na 1 ml. Upravou metody se podatilo sniZit hodnoty Xp/ Xo
u CBD na 0,001 % resp. 0,004 % a u D’- THC na 0,002 % resp. 0,006 %.

Druha moznost pocitd se zménou teplotniho programu. Metoda popsand v natizeni (ES)
¢. 2316/1999 popisuje analyzu vzorku izotermné pii 260° C. Zjigtili jsme, Ze pouZzitim
teplotniho programu s pocéecni hodnotou 150 °C pri néstiiku a naslednym teplotnim
gradientem do 260° C, lze dosdhnout zvySeni odezvy obou stanovovanych latek. Tato
moznost bude ovérena béhem analyzy vzorki ze sklizné 2005.

Vzhledem ktomu, 7e naSim hlavnim Gkolem je prokézat, 7e obsshy D- THC
v kontrolovanych vzorcich neprekracuji Evropskou unii predepsany limit 0,2 %, rozhodli jme
Se prozatim pouzivat metodu v nezménéné podob¢ s detekénimi limity Xp/Xo u CBD 0,01 %
resp. 0,02% au D°-THC 0,01% resp. 0,03%.
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3.4.4. Neistoty stanoveni D>-THC a CBD

Stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozsirené nejistoty bylo provedeno z hodnot
paralelnich méteni jednotlivych vzorka v programu EffiValidation 3.0. Hodnoty nejistoty
stanoveni D9- THC a CBD jsou uvedeny v tabulce ¢.9.

Tabulka &.9: Hodnoty nejistoty stanoveni D*- THC a CBD

Stanovovana latka Relativni standardni Relativni rozsirena
nejistota % nejistota % (k=1,96)
D’- THC 4,57 8,95
CBD 2,37 4,64

3.5. Vyhodnoceni poméru obsahu D9-THC/CBD pro odridy péstované

v CR

Sougasti préce bylo i posouzeni, zda pro odridy konopi péstované v CR je akceptovatelny
névrh EU, Ze pomér D*- THC/CBD musi byt mensi nez 0,15, &imz bude zaruceno, e obsah

D’-THC v rostling nepresahne povolenou hodnotu 0,2%.

Toto ovéfeni se provadi z davodu, Ze vzgemny pomér hlavnich cannabinoida zavisi
na genetickych faktorech, nicméné jeho obsahy mohou byt ovlivnény i faktory ekologickymi.
Genetické faktory podmitiuji vyznamnou zménu obsahu D’- THC (od faktoru 1 a2 do vice
nez 1000), zatimco ekologické faktory jsou odpovédné za mnohem mensi zmeénu
(ptiblizng 1 —2)°.

V rdmci vyvojového tkolu byl sledovan pomgr obsahu D°-THC/CBD u tii odrad:

Benico —odridaregistrovanav CR,

Juso 11 — ukrgjinska odrida zahrnuta ve spole¢ném katalogu odriad EU,

Silesa — polska odriuda, ktera je v registracnim fizeni a byla péstovana na zkuSebnich
stanicich odboru odridového zkusebnictvi.

Vypocéitané poméry obsahii D°- THC/CBD pro kontrolované vzorky konopi jsou uvedeny dle
jednotlivych odrad v tabulce ¢.10. Pro posouzeni, zda je splnéna podminka, Ze pro obsah
D’- THC < 0,2% musi byt hodnota pomru D’- THC/CBD < 0,15, jsou v tabulce uvedeny
i hodnoty D’- THC. Z tabulky &.10 a z grafu (viz. obrézek 5) je patrné, Ze u odriidy Benico
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a Juso 11, které jsou v seznamu povolenych odrid EU, se obssh D*- THC pohybuje
v povolenych hladinich a zéroveii je spinéna podminka, Ze pomgr obsahu D*- THC/CBD je
mensi neZ 0,15. U odriidy Silesia, kterd byla v registrasnim ifzeni a u niz obsahy D*- THC
piekracovaly povolena 0,2%, byla zéroven piekrocena i povolend hodnota pomeru
D’ THC/ CBD. U vzorka &.2 a 7, kde zkuSebni vzorek tvorily pouze listy této odridy (maji
2 aZ 4 niZ& obsah D*- THC neZ samici kvétenstvi) byl obsah D’- THC < 0,2%, ale pomgr
obsahu D*- THC/CBD i zde potvrdil, Ze se nejedna o odriidu konopi chemotypu , vidkno®.



Tabulka &.10: Poméry obsahii D*- THC/CBD ve sledovanych odriidéach konopi

Odrada Vzorek &. D’- THC (%) D’- THC/CBD
Benico 393 0,06 0,07
397 0,09 0,06
401 0,05 0,04
402 0,06 0,05
681 0,06 0,05
682 0,06 0,05
683 0,09 0,06
684 0,11 0,05
Juso 11 394 0,08 0,15
398 0,11 0,11
677 0,03 0,05
678 0,01 0,05
679 0,04 0,05
680 0,01 0,05
6 0,01 0,04
10 0,07 0,05
Silesia 395 0,35 0,34
399 0,43 0,31
396 0,32 0,27
400 0,58 0,58
2 0,11 0,34
7 0,15 0,45
9 0,82 0,36
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Obréazek ¢&5: Poméry obsahis D~ THC/CBD vporovnani sobsahem D THC
ve dedovanych odradéch konopi

3. Zaveér
Cilem préce bylo ové&iit metodu na stanoveni D*- THC a CBD, tak jak je popséna v natizeni
(ES) ¢.2316/1999, ¢lanek 7b, priloha X111 a provést jeji ¢astecnou validaci.

Byla ovéiena spravnost postupu jednotlivych kroku pripravy vzorku konopi. Bylo prokazano,
Ze pii navrZzeném postupu pouZiti tiigtivého kavomlynku ETA nedochézi k nezédoucimu
rozkladu D*- THC bshem procesu mieti. Déle bylo ovéieno, Ze metodou navrzend doba

20 minut pro extrakci vzorku v ultrazvukoveé l&zni je dostatecna

Byly stanoveny jednotlivé validacni parametry v koncentraénim rozsahu odpovidajicim
moznostem vyskytu téchto latek v realnych vzorcich. Byla spInéna podminka opakovatel nosti
pro D*- THC dané piislusnym natizenim. Pro CBD neni tato hodnota uvedena, stanovena

opakovatelnost je vSak pro dany koncentratni rozsah 0,1- 2,5% akceptovatelna

Meze stanovitelnosti jsou pro D°- THC 0,03 % a pro CBD 0,02%. Pro pripad nutnosti
kvantifikovat velmi nizké obsahy D’- THC a CBD byla ovéfena moZnost snizit meze

stanovitelnosti na 0,01 % u obou latek vloZzenim kroku zkoncentrovani vzorku.
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Relativni rozsiiena nejistota pro D°- THC byla stanovena 10% a pro CBD 5%.

Spravnost metody stanoveni D*- THC byla vzhledem k absenci komer&ng dostupného CRM
konopi ovérena metodou standardniho pridavku. Nésledné vyhodnoceni v programu
EffiValidation 3.0 potvrdilo, Ze analyticka metoda poskytuje statisticky sprévné vysledky.

V soucasné dob¢ neprobihaji Zadné mezilaboratorni porovnévaci zkousky, byla proto
navazana spolupréace s profesorem G. Fournierem (Francie), ktery je odbornym garantem
pro otazku konopi v EU. ObdrZeli jsme nabidku analyzovat jejich vzorky snaslednym
porovnanim a vyhodnocenim vysledka.

V prub¢hu vyvojového Ukolu bylo potvrzeno, Ze u vzorki odriad Benico a Juso 11 (jsou
na seznamu povolenych odrid EU) nebyl piekrocen povoleny obsah D’- THC a pomgr obsahii
D’- THC/CBD byl men$i nez 0,15. Bylo tak potvrzeno, Ze Evropskou unii navrZend hodnota
pro pomer obsahii D*- THC/CBD < 0,15 je pro dané odriidy akceptovatelna.

U vzorka odridy Silesia (v registraénim fizen), kde obsahy D- THC piekracovaly povolenou
hranici, byla zvy%ena i hodnota pomgru D’- THC/CBD vice nez 2° . U dvou analyzovanych
vzorkii obsahujicich pouze listy této odridy (maji 2° az 4 niz&i obsah D°- THC neZ samici
kvétenstvi) byl obsah D*- THC < 0,2 %, ale pomér obsahu D*- THC/CBD i zde spravng

potvrdil, Ze se nejedna o odradu konopi chemotypu ,, vI&kno".

Zavedeni parametru - pomdr obsahu D*-THC/CBD by v budoucnu vedlo ke zjednodugeni

odbéru vzorka a celkovému urychleni kontroly ploch osetych povolenymi odriidami konopi.
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