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1 Cile praktika

Cilem tohoto praktika je nauCit se postupy péti metod, které se hojné pouzivaji
v mikrobialni ekotoxikologii pudy a to jak v biomonitoringu pfi bioindikaci pudni
kvality, tak pfi testech toxicity, které jsou nenahraditelné pfi hodnoceni rizik
chemickych latek, pesticidd, hnojiv, odpadl, kald, kontaminovanych pud a
sedimentu. Postupy, s nimiz se seznamite, vychazi z nasledujicich standardi a
reflektuji dosavadni zkuSenosti vyzkumnik centra RECETOX s nimi.

v 1SO 14240-1 (1997): Soil quality — Determination of soil microbial biomass.
Part 1: Subtrate-induced respiration method. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

v I1SO 14240-2 (1997): Soil quality - Determination of soil microbial biomass -
Part 2: Fumigation-extraction method. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

v/ ISO 16072 (2002): Soil quality - Laboratory methods for determination of
microbial soil respiration. International Organization for Standardization,
Geneve, Switzerland.

v 1SO 15685 (2004): Soil quality - Determination of potential nitrification - Rapid
test by ammonium oxidation. International Organization for Standardization,
Geneve, Switzerland.

v/ ISO/TS 14256-1 (2003): Soil quality. Determination of nitrate, nitrite and
ammonium in field-moist soils by extraction with potassium chloride solution -
Part 1. Manual method. International Organization for Standardization.

v" Amonifikace argininu neméa 1SO standard, ale vychazi z postupu uvedeného
v kompendiu standardnich metod pudni mikrobiologie a biochemie Alef, K.
and Nannipieri P. (1995): Metods in Applied Soil Microbiology and
Biochemistry, Academic Press London, pp. 238-240.

Na zacatku praktika budete podepisovat, Ze jste byli pro ucely cviceni proskoleni o
bezpeénosti prace v laboratofi a pro praci s chemickymi latkami. Pfed zahajenim
praktika si tedy dukladné prostudujte kapitolu 2. Bez tohoto podpisu nemuzete
praktikum absolvovat.

Prostudujte si, prosim, peclivé vSechny navody k uloham. Material a metody si
projdéte, ale nemusite jim vénovat pfiliS pozornost, vSe pro vas bude v laboratofich
nachystano.

Béhem praktika si délejte poznamky a =zapisujte zejména vSechny detaily
k provadénym postupim a vysledkim. Kdykoliv néco nevite, zeptejte se vyucujicich

a pamatujte na uslovi ,dvakrat méf a jednou fez“. Nékteré Casti se provadi spolecné,
ale vétSinu jednotlivych metod budete provadét samostatné.

Na konci cvi€eni odevzdate protokoly z celého cviCeni, na zakladé nichz a na
zakladé vasi dochazky do praktik dostanete zapocet.
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2 Bezpeénost prace v laboratofri
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Nasledujici  pokyny nenahrazuji  pokyny zavazné vramci PfF MU
(http://www.rect.muni.cz/nso/ sekce chemické latky + ucCivo pfedmétu C7777), jste
povinni si je prostudovat, znat je a dodrZovat je.

Hlavni zasadou pfi praci se Skodlivymi latkami a pfipravky je preventivnhé se
vyvarovat véech moznosti vzniku otrav (vylouCit pfimy kontakt s témito latkami),
pouzit vSech nezbytnych ochrannych prostfedk( (plast a rukavice, pfipadné
ochranné bryle, obli¢ejovy §tit, maska atd.) a dodrZovat vSechny dalSi bezpecnostni
predpisy.

Pred vlastni manipulaci s chemickymi latkami a kontaminovanou pudou budete
upozornéni vyucujicim na pfipadna rizika, zplsob manipulace a osobni ochrany
zdravi. | presto si muzete prostudovat bezpecnostni pokyny k témto latkam v nékteré
z internetovych databazi (napf. www.atsdr.cdc.qov; www.inchem.org;
www.tera.org/iter; www.piskac.cz/ETD; extoxnet.orst.edu; toxnet.nlm.nih.gov)

Jste povinni pracovat v plasti a rukavicich se vdemi chemikaliemi a roztoky v praktiku
a s kontaminovanou pudou, protoZze obsahuje kadmium.

Chemické latky a roztoky, na které je tfeba dbat zvySenou opatrnost jsou vyznaceny
v pifehledu chemikalii u kazdé metody.

Do laboratofe si nenoste obleCeni ani zavazadla, nechte je ve skfifikach na chodbé.
V laboratofi nesmite konzumovat jidlo, pit napoje a koufit.

S rukavicemi na rukou se nesmi opustit laboratof. V laboratornim odévu se nesmi
konzumovat jidlo a piti ani mimo laboratof.

Pfed zapocetim praci v laboratofich budete seznameni, kde jsou prostiedky prvni
pomoci a hasici pfistroje. Tato mista si zapamatuijte.

Studentky v jiném stavu nesmi navstévovat praktika.

PFi pipetovani vyuzivejte mikropipet €i sklenénych pipet s nasadci a nikdy nepipetuje
asty.

PFi rozsypani nebo rozliti Skodlivé latky je nutno okamzité zajistit jeji zneSkodnéni a
informovat vyucujiciho.

Kyseliny nedavejte vySe, nez mate ramena (max. 165 cm).

Pfi zfedovani se vzdy lije kyselina do vody a nikdy naopak. Kyselina se naléva
pomalu a opatrng, zvlasté kyselina sirova.

PFi rozpousténi tuhého hydroxidu se musi sypat hydroxid po malych ¢astech do vody
za stalého michani. Nikdy se nenaléva voda na hydroxid.

Rozlité kyseliny, zejména koncentrované, je tfeba nejprve opatrné ziedit vodou,
mirné zneutralizovat posypanim uhli¢itanem (napf. soda, kfida apod.) nebo politim
zfedénymi roztoky alkalii, nasleduje opatrné splachnuti vodou nebo tekutinu nechame
vsaknout do pilin, hadrd, apod. Pfi asanaci je nutno dbat na to, aby se nezamofila
pfilis velka plocha.

Jakékoliv manipulace s latkami dymavymi, drdzdivymi, zapéchajicimi a toxickymi
plyny se sméji provadét jediné v digestofi.

Pfi vSech manipulacich s latkami ve zkumavkach a otevifenych nadobach musi byt
usti nadob odvracené od pracovnik( do volného prostoru.

Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku stolu (snizeni
moznosti poleptani, otravy a kontaminace).

4|
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Odpady ze cviCeni obsahujici chemické latky likvidujte zpUsobem dle pokynu
vyucujiciho. Nikdy je nevylévejte bez porady do vylevky a neodhazuje do koSe.
Kontaminovanou pldu ukladejte do uréenych nadob.

Co nejdrive po praci umyjte veSkeré pouzivané sklo nalezitym zpusobem = detergent
(lazen + Stétka, horkd& voda, destilovand voda, susSarna) a vratte je na své misto.
Plasty dle pokynl vyucujiciho bud vyhazujte do odpadl, nebo umyvejte. Stejné tak
dalSi material a pomucky po praci vracejte na své misto.

PFi urazu jste povinni jej nahlasit vyu€ujicimu.
S pristroji zachazejte opatrné a podobné také se sklem - vzdy lépe pomalu a
promyslené, nez rychle a bez uvazeni.

Manipulace s tlakovymi lahvemi a redukénimi ventily je povolena jen v pfitomnosti a
pod dozorem vedouciho praktika.

PFi potfisnéni kGize ziravymi latkami co nejdfiv zacnéte oplachovat postizené misto
dostatkem teplé vody (asi 30 - 35° C) po dobu 10 — 15 min. Informujte vyucujiciho.

Pfi zasazeni oCi chemickymi latkami, zejména Ziravymi, vyplachujte oci 10 — 15 min
proudem vody &i fyziologického roztoku. V laboratofi jsou k dispozici o€éni sprchy pro
tento pfipad nehody. Informujte vyucujiciho.

Pfi ndahodném poziti chemikalii vyvolejte zvraceni, vypijte dostateCné mnozstvi vody a
opét vyvolejte zvraceni (nesmi se pouzit pfi poziti Ziravin &i tenzid(l). Nasledné uzijte
aktivni uhli z Iékarni¢ky — pouzijte desetinasobek predpokladaného pozitého mnozstvi
chemikdlie. Informujte vyucujiciho.

Potvrzuji svym podpisem, Ze jsem porozumeél(a) Skolené tématice, Ze jsem
absolvoval(a) pfedmét C7777 maximalné prfed 12 mésici a Ze je mi znama
odpovédnost za pfipadné nedodrzeni ¢i védomé porusSovani uvedenych pravidel.

Jméno a pfijmeni uco Podpis
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destilovana voda
sada mikropipet rliznych objemu

vahy s pfesnosti 0,1 g; tfepacky; suSarna; centrifuga; exsikator; olejova vyvéva;
mikrodestickovy spektrofotometr; byreta; davkovace kyselin

inkubator; lednice; mrazak

plynovy chromatograf s teplotné vodivostnim detektorem, kolonou GasPro a mobilni
fazi He; chromatograficka stanice Clarity; injek&ni stfikacka 1 ml s jehlou; systém na
méreni respirace od firmy Labicom

infuzni lahve objemt 120 &i 150 ml; pryZzové zatky

bézné laboratorni sklo - odmérné bariky, valce a kadinky rdznych objemu; nélevky;
uzaviratelné sklenice rliznych objemu

polypropylenové zkumavky 15 ml s vi€ky; mikrodesticky

filtraCni papiry archy a kruhové vyseCe FILTRAK 391 (i analogicke); laboratorni
papirové ubrousky

bézné laboratorni pomuicky — Izicky, kopistky, vazenky, alobal, potravinarska folie,
parafilm, Spicky na pipety; pasteurky; fixy, lepici paska, nazky, stficky s vodou a lihem

pryZzové rukavice — latexové a vinylové; respiratory
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4 Organizace cvi€éeni

Filosofii praktika je maximalné samostatna prace studentl. Pro Usporu ¢asu pfi
cviCeni je v8ak kontaminovana puda je pfipravena vyucujicim (viz dalSi kapitola) a
také vétSina roztokl a Cinidel je jiz dopfedu pfipravena. Pro cviCeni je vytvoren
¢asovy harmonogram, ktery je pfedan studentim na zacatku praktika. Harmonogram
se mulze liSit podle poctu dnu praktika a pocCtu skupin studentid. Metody jsou
rozdéleny na logické kroky. Skupiny studentd by mély jednotlivé kroky provadét
efektivné a co nejrychleji, aby neblokovaly ostatni skupiny. V pfipadé, Ze vznika
prodleva mezi dvémi kroky metody (napf. inkubace vzorkl definovany €as), vyuziva
skupina tento €as na praci na jiné metodé (takto je navrzen i harmonogram).
Podobné tak, pokud je blokovan néjaky pfistroj jinou skupinou, vyuziva Cekajici
skupina ¢as na realizaci ukoll dalSich metod.

Kazda skupina vypracuje protokoly pro vSechny metody obsahujici struény
popis cile ulohy, popis pripadnych odchylek postupu od navodt, prehledné
vysledky véetné grafické podoby, komentar vysledkd, odpovédi na stanovené
otazky.
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5 Pouzita puda

Pro ucely cvi€eni je pouzita travni plda ze sadu, ktera neni kontaminovana a
vykazuje optimalni hladiny mikrobialni biomasy i jejich aktivit.

Tato puda ma maximalni vodni kapacitu 0,69 ml/gsus.

Plada byla odebrana na jafe 2014. Byla pfesata pfes sito 2 mm. Tfi tydny pred
cviCenim byla pdda ovihéena na 60% maximalni vodni kapacity pudy a to bud
destilovanou vodou (varianta kontrolni — K) nebo roztoky CdCl, v destilované vodé
tak, aby finalni koncentrace kadmia v pudé byla 100 & 1000 mg/gsus. (varianty Cd100
a Cd1000). Po pfidavku vody ¢&i roztokl kadmia byla puada velmi dukladné
promichana, pficemz byla do pady také vmichana mleta vojtéSka jako zdroj C a N a
to v mnozZstvi odpovidajicim 1 mg uhliku vojtésky na 1 gsus. pudy. Takto bylo
pfipraveno 450 gramu pady od kazdé varianty. Puda byla skladovana v uzavienych 2
litrovych lahvich ve 22 °C a pravidelné provétravana.

Tato plda s vlhkosti na 60% maximalni vodni kapacity ma hmotnostni podil suSiny
69%. Pokud je navadZzka na metody 10 g suSiny, odpovida to 14,5 g ovihéené pudy ze
zasobnich sklenic. Pro ovihéeni 14,5 g pady na 80% maximalni vodni kapacity je
potfeba pfidat jesté 1,5 ml vody. V pfipadé metody substratem indukované respirace
(SIR) je vtomto mnozstvi zaroven pfidana glukéza v mnoZstvi odpovidajicim 5 mg
uhliku glukozy na 1 gss. pldy (napfiklad roztok glukézy o koncentraci 8,34 g / 100
ml).

8 |
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Stanoveni mikrobialni biomasy - Cyio

Potiebné chemikalie a roztoky:

0,5M K,S0O, (87,15 g/L)
chloroform zbaveny ethanolu — pozor vypary, pracovat v digestofi se stazenym oknem
0,4N (0,0667M) K,Cr,07 (1,9622 g/100 ml) — pozor toxicka latka, karcinogen
H,SO, — pozor ziravina, pracovat velmi opatrné
HsPO, — pozor ziravina, pracovat velmi opatrné
0,1M (NH,),Fe(SO,), - Mohrova sul (39,21 g/L, kazdy litr obsahuje také 20 ml H,SOy,)
- indikator difenylamin (0,5 g + 20 ml dH,O + 100 ml H,SO,) — pozor toxicka latka + Ziravina

Postup:

1.

Navazte 6 opakovani po 14,5 g pldy od kazdé varianty do 120 ml infazek. Tfi
repliky od kazdé varianty popiste fixou a na tfi nalepte popis psany tuzkou.

Do 3 infuzek z kazdé varianty + do 2 prazdnych infuzek (kontrola - Kyg) ihned
pridejte 40 ml 0,5 M K,SO,, uzaviete pryzovymi zatkami, dikladné protfepte a
nechte na tfepackach 30 min (200 rpm). Béhem tfepani si nachystejte nalevky,
filtraky a infuzky na jimani extraktu, které popiste a také oznacte jako NF.

Po tfepani filtrujte do novych popsanych infuzek pfes kvantitativni papir FILTRAK
391 (Ci analogie) po dobu 30 min. Filtraty uzaviete zatkami a umistéte do lednicky
do druhého dne.

Tfi infazky od kazdé varianty viozte do Cistého exsikatoru, v némz je na dné vihky
filtracni papir a nadobka s cca 60 ml chloroformu. Na sty¢né plochy misy a vika
exsikatoru naneste malé mnozstvi Ramsay tuku (nesmi se dostat do exsikatoru!)
a uzaviete vikem. Exsikator evakuujte olejovou vyvévou tak, aby chloroform vrel
asi 2 min. Exsikator umistéte v temnu a laboratorni teploté.

Druhy den exsikator oteviete, odstrarite chloroform i filtraéni papir, zkontrolujte
popisky vzorkl. Ocistéte exsikator od zbytkd tuku uvnitf a obnovte namazani
styCnych ploch. Vzorky opét umistéte do exsikatoru a ten 10 krat opakované
odsavejte: odsati 3 minuty a 3 minuty nechat.

K fumigovanym vzorkim + do 2 prazdnych infuzek (kontrola - Kg) pfidejte 40 ml
0,5 M K,SO,, uzaviete pryzovymi zatkami, dikladné protfepte a nechte na
trepackach 30 min (200 rpm). Béhem tfepani si nachystejte nalevky, filtraky a
infuzky na jimani extraktu, které popiste a také oznacte jako F.

Po tfepani filtrujte do novych popsanych infuzek pfes kvantitativni papir FILTRAK
391 po dobu 30 min.

Do popsanych (3 opakovani F a 3 NF od kazdé varianty + kontroly)
erlenmayerovych banék napipetujte mikropipetou na kapku presné 2 ml 0,0667M
K2Cr,0, pfidejte davkovatem 5 ml H3PO,4 a 10 ml H,SO,. Pridejte 8 ml vzorku
nebo kontroly a zamichejte. Smés spalujte v suSarné s otevienou ventilaci pfi 125
°C po dobu 45 min (60 min v€etné vyhfati). Po spaleni vzorky nechte vychladnout
a poté do nich pfidejte 5 ml destilované vody.

Nachystejte si standardy pro titraci: do 3 erlenek napipetujte pfesné 2 ml 0,0667M
K2Cr,0-, pfidejte davkovacem 5 ml H,SO,4 a 23 ml destilované vody.
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10.Ke spalenému vzorku (€i kontrole) pfidame 2 - 3 kapky indikatoru, zamichame a
ihned titrujeme (pfechod z modré do zelené) pomoci automatické byrety. Faktor
titrace (f) ur€ime z poméru 8,004 (teoreticka spotfeba MS) ku skutecné spotiebé
MS pfi titraci standarda.

11.Uhlik ve F i NF vzorcich vypoctéte dle vzorce:
Crvey (UG-Gsus™) = x (K- Vz) x 0,1 x 1/6 x 3/2 x 12,011 x 40/8 x 1000 / sus.,
neboli
Crvey (MQ.9sus ™) = T % (K - Vz) x 1501,375 / sus.,

kde K je primérny objem MS spotfebovany na titraci kontroly (F respektive NF) a
Vz je objem MS spotfebovany na titraci vzorku. Uhlik imobilizovany v biomase -
Ec - ziskdme randomizaci (kazdy od kazdého) odectu Cnr 0od Cr hodnot (prdmér
a S.D. z 9 hodnot). Cyj, Ize pak spoditat jako: Cpio = 2,64 x Ec.

Ukoly:
- Zméfte pomoci FE metody Cyi, zadanych vzorka pad.

- Odvodte pouzity vzorec pro vypocet Crni) - Vysvétlete, kde se vzaly jednotliva
Cisla nasledujici za proménnou Vz. Tip: PouZijte rovnice reakce, mnozstvi a
koncentrace chemikalii:

2K,Cr,07 + 3C + 8H,S0O, => 2K,SO, + 3CO, + 2Cf2(SO4)3 + 8H,0
K,Cr,0O7 + 7TH,SO,+ 6(NH4)2F6(SO4)2 => K,SO, + Cr2(504)3+ Fe2(504)3 + 6(NH4)2504+ 7H,0

- Vysledky zpracujte do pfehlednych tabulek a grafu ve vztahu ke koncentraci
kadmia v pudé.

- Interpretujte vysledky.

10
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6 Stanoveni bazalnirespirace - BR

Postup:

1.

Od kazdé varianty navazte 3 opakovani po 14,5 g do 150 ml infuzek, popiste je
fixem a uzavrete je v definovanou dobu pryZovymi zatkami a kovovymi vrsky.

Po asi 24 hodinach (pfesny interval zaznamenejte) zméfte koncentraci CO,
v infuzkach pomoci plynové chromatografie

Systém, na kterém budete méfit, je GC 6850 s kolonou GasPRO, mobilni fazi He,
detektorem TCD a SW Clarity. Vzorky budou testovany pomoci ruéniho nastfiku.

Zapnuti GC: pustit stla¢eny vzduch a He, pustit GC, pustit Clarity SW a pomoci
pfiloZzeného navodu vytvofit novy projekt, nakopirovat do néj metody, které budou
pouzity pro méfeni, chlazeni a ,standby” metodu. Pokud je potfeba GC vypnout
(pfes vikendy, €i delSi dobu nepouzivan), je tfeba pockat, az teplota na koloné
bude 40-50°C (,load cooling down method®). Pak Ize GC vypnout a téZ vSechny
plyny.

Kalibrace plynem z bomby s 1,01% CO, v argonu bude provedena také pomoci
ruéniho nastfiku plynu pomoci injekéni stfikacky.

6. Zmeéfte také obsah CO, ve vzduchu z mistnosti (cca 5 x).

7. Vyslednou bazalni respiracni rychlost spocitejte ze vzorce:

BR (Mg CO»-C.gsus. *.h™) = (Vz - In)/100x150%1,824%0,2729%1000/Sus/Cas,
kde:

Vz - procentualni obsah CO; ve vzorku

In - procentuélni obsah CO; ve vzduchu v mistnosti

Sus$ - mnoZstvi suSiny ve vzorku (g)

Cas - asovy interval od uzavfeni infuzek zatkami

Vysledek spocitejte jako primér a smérodatnou odchylku ze tfi opakovani.

Ukoly:

- Po kalibraci zméfte bazalni respiraci ve vSech testovanych variantach.
- Vysledky uvedte do tabulky a do grafu. Je BR pro Cd vys$$i/nizZSi nez pro K?
- Interpretujte a diskutujte vysledky.

- Jakmile budete znat SIR a Cy, vypocltéte a interpretujte koeficienty qCO, a
SIR/BR.

- Vysvétlete, co znamenaji Cisla 1,824 a 0,2729 ve vzorci pro vypocet BR.
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7 Substratem indukovana respirace — SIR

Potiebné chemikalie a roztoky:

roztok glukézy o takové koncentraci, aby po doplnéni vodni kapacity z 60% na 80% timto
roztokem se do pldy dostalo i 5 mg Cgiksza/Gsus.

Postup:

1. Od kazdé varianty navazte 3 opakovani po 14,5 g do 150 ml infuzek a popiste je
fixem.

2. Povrch pldy se snazte rozvrstvit do rovnomeérné plochy na dné infuzek a poté na
néj rovhomeérné rozkapte objem roztoku glukozy potfebny pro doplnéni vodni
kapacity z 60% na 80%.

3. Uzaviete infuzky v definovanou dobu pryZovymi zatkami a kovovymi vrsky
v intervalech odpovidajicich intervalu méfeni jednoho vzorku na plynovém
chromatografu (nap¥. pfiblizné po 18 minutach).

4. Po 4 hodinach od uzavieni prvni infuzky (pfesny interval zaznamenejte) zmérte

koncentraci CO, postupné ve vSech v infuzkach (ve stejném poradi v jakém byly
vzorky uzavirany) pomoci plynové chromatografie (postup viz bazalni respirace).

5. Zméfte také obsah CO, ve vzduchu z mistnosti (cca 5 x).

6. Vyslednou substratem indukovanou respiraéni rychlost spocitejte ze vzorce:

SIR (Mg CO2-C.gsus.*.h™) = (Vz-In)/100 x 150 x 1,824 x 0,2729 x 1000/Sus/ Cas,
Vz - procentudlni obsah CO, ve vzorku

In - procentualni obsah CO; ve vzduchu v mistnosti

SusS - mnozstvi susSiny ve vzorku (g)

Cas - &asovy interval od uzavfeni inflzek zatkami

Respiraéni Vysledek spocitejte jako primér a smérodatnou odchylku ze ftfi
opakovani.

Ukoly:

- Urcete SIR - potencialni respiracni aktivitu pady. Vysledky uvedte do tabulky a
do grafu. Jaky je vliv Cd na SIR? Vypoctéte indexy SIR/BR, SIR/Cp, a
interpretujte je.
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8 Potencialni oxidace amoniaku — PAO

Potiebné chemikalie a roztoky:

- 4 MKCI (149,12 g / 500 ml)

- 2MKCI (74,56 g / 500 ml)

- 0,2 M dihydrogenfosfore¢nan draselny - KH2PO4 (2,72 g / 100 ml)

- 0,2 M hydrogenfosfore€nan draselny - K2HPO4 (3,48 g / 100 ml)

- roztok A — fosfatovy pufr: 28 ml 0,2 M KH,PO4 + 72 ml 0,2 M K,HPO,

- roztok B — roztok pro inkubaci: 1000 ml obsahuje 10 ml roztoku fosfore¢nant (A), 15 ml
roztoku 1M NaClOs (10,6 g / 100 ml) a 0,5 g (NH,4),SO,; pH by mélo byt cca 7,2

- reakéni roztok C: 0,19 M NH,CI (10 g / 1000 ml) se upravi na pH 8,7 - 8,8 pomoci nékolika ml
6% roztoku NH,OH

- reakéni roztok D: 200 ml obsahuje 2 g sulfanilamidu, 0,1 g Griess-llosvayova ¢inidla (N-(1-
naftyl)ethylen-diamin dihydrochlorid) a 20 ml H;PO,— pozor toxické latky

- sada kalibraénich roztokt 0,1 - 2 ug NO,-N / ml pfipravena z NaNO,

Postup:
1. Do inflznich lahvi 150 ml navazte z kazdé varianty 3 x 14,5 g pUdy.

2. Ke vzorkum pud pfidejte 20 ml roztoku B pro inkubaci a uzaviete parafiimem, do
kterého udélejte nékolik otvorll nebo zatkou s trubi¢kou (= aerobni prostfedi,
pfistup vzduchu, po celou dobu inkubace). Promichejte a dejte tfepat na
horizontalni tfepacku pfi amplitudé 180.

3. Na zacatku prfed inkubaci (¢as 0) a po 4 hodinach (pfesny €asovy interval od
zaloZzeni zaznamenejte) odeberte z kazdého vzorku 2 ml suspenze pomoci
automatické pipety se SpiCkou s odfiznutym koncem (hned poté co suspenzi
rychle promichate, aby odbér byl velmi reprezentativni). Suspenzi pipetujte do 15
ml zkumavek a pfidejte 2 ml roztoku 4M KCI. Promichejte a hned centrifugujte 5
min pfi 4000 rpm.

4. V supernatantu stanovte dusitanové ionty spektrofotometricky v 96-ti jamkové
mikrodesti¢ce. V prvnich tfech sloupcich mikrodesti¢ky provedte stanoveni blanku
(Cisty 1M KCI) a kalibraénich roztokd (0,1 — 2 pg NO2-N / ml). DalSi &ast
mikrodesti¢ky si rozvrhnéte na jednotlivé varianty pudy.

5. Do pfislusnych jamek mikrodestiCky napipetujte multikanidlovou mikropipetou 210
pl reakéniho roztoku C a pfidejte 60 pl vzorku &i kalibracniho roztoku &i kontroly.
Pridejte 30 pl roztoku Griess-lllosvayova Cinidla — reakéniho roztoku D. Z kazdého
vzorku pipetujte jedno opakovani do pfislusné jamky, pro kontrolu a kalibracni
roztoky vSak udélejte tfi opakovani. Nechte reagovat a po 15 min zmérfte
absorbanci pfi 540 nm.

6. Z absorbanci kalibra¢nich roztokl pro dusitanové ionty a kontroly (tj. koncentrace
0) sestrojte kalibraéni pfimku se vzorcem pro prepocet absorbance na
koncentraci NO2-N v roztoku.

7. Z absorbanci pro vzorky plad spocitejte pomoci kalibraéni pfimky koncentraci
NO,-N v extraktech a spocitejte mnozstvi iontd v padé jako pug NO2-N / gsus. (pro
pfepoCet uvazujte mnozstvi suSiny v navazce, objem inkubaéniho roztoku a
fedéni pfidanym 4M KCI).
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8. Potencialni nitrifikaci PAO vyjadfete jako produkci NO,-N za jednu hodinu
vztazenou na mnozstvi suSiny pldy. Vysledek uvedte jako pramér a S.D. pro ftfi
opakovani.

Ukoly:

- Vysledky (v€etné kalibrani pfimky) uvedte v pfehlednych tabulkach a takeé
v grafech.

- Interpretujte a diskutujte vysledky. Mélo kadmium vliv na potencialni nitrifikaci?

- Zjistéte zliteratury, zda vy38i koncentrace nékterych kovi nemohou
interferovat s analytickymi metodami pro stanoveni iontdl NO;'.

14
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9 Amonifikace argininu — PAMO

Potiebné chemikalie a roztoky:

- 1M KCI (74,55 g/L)

- Reakéni roztok A: 500 ml roztoku obsahuje 17 g salicylanu sodného (HOC¢H,COONa), 12,59
citronanu sodného (C¢HsNazO,), 12,5 g vinanu sodného (C4H4Na,Og) a 0,06 nitroprusidu
sodného (Na,[Fe(CN)sNO]) — pozor toxické latky
Reakéni roztok B: 100 ml roztoku obsahuje 7,5 g hydroxidu sodného a 10 ml chlornanu
sodného (NaClO) (vysledny obsah musi byt 1,2% aktivniho chloru)
sada kalibragnich roztok( 0,5 — 10 ug NH,"-N / ml pfipravena ze siranu amonného (NH,),SO;
roztok L-argininu (100 mg/ 50 ml) — pozor toxické latky

Postup:

1.

Navazte 6 opakovani po 2,9 g pudy od kazdé varianty do polypropylenovych
zkumavek o objemu 15 ml a popiste je fixem

Do "arg" varianty (3 opakovani pro kazdou variantu) napipetujte 0,5 ml roztoku
argininu, protfepte na vortexu a dejte do 30 °C inkubovat. Do "ne-arg" varianty
(opét 3 zkumavky pro kazdou variantu) pfidejte 0,5 ml destilované vody, protiepte
na vortexu a dejte do mrazaku (tuto sadu vytahnéte z mrazaku cca 30 minut pfed
koncem inkubace, aby rozmrzla!).

Po cca 3 hodinach (pfesny C€as zaznamenejte) inkubace pfidejte do vSech
zkumavek 10 ml 1M KCI, zadélejte vickem a ddkladné promichejte na vortexu.
Trepejte na tfepackach (200 rpm) po dobu 45 minut.

Zkumavky dejte centrifugovat na 5 min pfi 2500 rpm (pozor na vyvazeni
centrifugy?!).

Mnozstvi amonnych iontl v extraktu stanovte spektrofotometricky v 96-ti jamkové
mikrodesti¢ce. V prvnich tfech sloupcich mikrodesti¢ky provedte stanoveni blanku
(Cisty 1M KCI) a kalibraénich roztoka (0,5 — 10 pg NH;*-N / ml). Dal3i ¢ast
mikrodesti¢ky si rozvrhnéte na jednotlivé varianty pldy a sady bez a s pfidavkem
argininu.

Do pfislusnych jamek mikrodestiCky napipetujte multikanalovou mikropipetou 175
pl reakéniho roztoku A (salicylanu) a 35 pl vzorku ¢i kalibraéniho roztoku Ci
blanku. Po 15 min pfidejte 30 pl roztoku B (alkalického roztoku NaClO) a 40 pl 1M
KCI. Nechte reagovat do vybarveni cca 60 min pfi laboratorni teploté. Poté zmérfte
absorbanci pfi 660 nm. Z kazdého extraktu pipetujte jedno opakovani do
pfislusné jamky, pro kontrolu a kalibra¢ni roztoky vSak udélejte tfi opakovani.

Z absorbanci kalibra¢nich roztok(l pro amonné ionty a kontroly (tj. koncentrace 0)
sestrojte kalibracni pfimku se vzorcem pro prepocCet absorbance na koncentraci
NH;"-N v roztoku.

Z absorbanci pro vzorky pud spodcitejte pomoci kalibraéni pfimky koncentraci
NH;"-N v extraktech a spoditejte v pudé oSetfené a neoSetfené argininem
mnozstvi ionth jako pyg NH;™-N / gsus. (pro piepodet uvazujte mnozstvi susiny v
navazce a objem extraktu).
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9. Rychlost potencialni amonifikace PAMO vypocitejte jako randomizaci (kazdy od
kazdého) odectu ,arg“ a ,ne-arg" varianty a délenim ¢asem inkubace:

NH;"N (1g.9sus.™-h™) = arg (NH4™-N pg/gsus) — ne-arg (NHs"-N (ug/gsus) / Cas

Ukoly:

- Vysledky (v€etné kalibrani pfimky) uvedte v pfehlednych tabulkach a také
v grafech.

- Interpretujte a diskutujte vysledky. Mélo kadmium vliv na potencialni
amonifikaci?

- Zjistéte zliteratury, zda vySSi koncentrace nékterych kovl nemohou
interferovat s analytickymi metodami pro stanoveni iontt NH,4".
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10 Navod na préaci s SW Clarity

Click at icon “Clarity“on desktop (ol
JJ System  Login Logouk Lock Wiew Help
Log in to Clarity ? GC B850 VERY OLD GC
User name: Administrator 7 >
Ok (3
=
Rl Loan ) Loan )
___ For Help, press F1

=100 x|
JJ Syetem | omin I nonok Lok Wie Hieln
i Clarity - GC 6850 x|

Enter Uzer Mame

[T Al Possible Instruments

] Carncel Help
| COamT T mun) |

For Help, press Fl

The GC 6850 window will appear. Use command — file = Project ... to create new
folder in the clarity for new set of analysis

i! GC 6850 - Method 01_Fool downGE 2010 110158 = =15

Jlﬁ? Mopikor  Analysis Method Setting Yiew Window Help | ﬂ
—  MNew Method ChrH
Open Method. .. 0 . ambient_&252
Save Method Chrlts

Sawve Methad As... Ctri+shift+5
Send Methad by Erail GC_2010_11.15

e

Projeck. ..

Archive. .,
Raskore...

Report Setup, .,

Prink Presvigw, .

Prink Ta FDF, ..

Send Printed PDF by Email. ..
Prink. .. Lo )

|_ﬂ.lﬁ|i\ . - o W T l_|||

pn 3rd o 12 30-31 01 2

101 _Cool down GC_2010 11 15
Z Manual

3 Kalibrace_2010 11 15
401_STDBY_2010_11_15

Exik
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Enter the name of project. Enter the name of analyst in “description*®

]|

*

Project Mame (Directon hun 3rd cov 12 30-31 01 2011
Carel |
Help |
Dieseripton:
|r'|k Open... |
SFvr |
&nalpsiz Subdir; Calibration Subdir:
Dave as... |
IData I[Zai:n

[ exn

Copy all the methods you may need into your project folder. All the methods are in
C:\Clarity\''/New Methods 2010 _11. Required methods (*.MET) for single analysis

are:

- 01 _Cooldown GC 2010 11 15 (apply before switch off GC)
- 01_STDBY_2010_11 15 (apply during short break of analysis)

- Manual (apply for single-manual injection analysis)

& 1 NEXY Methods 2010_11

J Soubor  Uprawy  Zobrazic  oOblbené  Mastroje  Mapovéda

J@Zpét . Q - le‘ | /._-\]Hledat | slasky |v

J Adresa Iui'] CiClaribyd 1 MEVY Methods 2010_11

[ﬁ 01 _Cleaning Colum
Prace se soubory a sloZkou & ' 01_Cool down G
|o1_sto 11
fll valibrace_z010_11_15

n_z010_11_15
Z010_11_15

_,‘g Presunout wybrané polozky

D Kopirovat wwbrané poloZky

@ Publikovat wybrané pologky na ﬁ POZIE Otevrit
wehu m
_ POZIC A
7] Odesle wybrang polagky ﬁi POZTE H] Antiviravy system NODS2
e-mailem w pozn Otewfit v programu >
}( Cdstranit wwbrané poloZky
w POZIC st r
il PozIc
Dal%i mista S ﬁi POZIE W]':""t
w ey  Kopiroeat
Clarit
() ¥ m POZIS Wybvarit zastupce
() Dokumenty M PO gcrarie
[ Sditené dokumenty fll POz Fiejmenovat
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Required methods (*.MET) for automatic analysis are:

01 Cool down GC_2010 11 15 (apply before switch off GC)
01_STDBY_2010_11 15 (apply during short break of analysis)

POZICE 01_NEW_2010_11 15, ..., POZICE 10_NEW_2010_11_15
Manual (apply for calibration of ambient air and ambient air analysis) analysis)

Kalibrace 2010 11 15 (apply for calibration of sample automatic analysis)

Paste into the project folder. You will notice 2 subfolders in the project folder.

1. Calib folder — keeps calibration file

2. Data folder — keeps raw data from GC analysis

& run 3rd cmv 12 30-31 01 2011

J Soubor  Olprawy  Zobrazit  Oblbend  Mastroje  Mapowéda

J @zpét = \_/J = lj]' ‘ /'_-jHledat I

" Slazky ‘,

J Adresa I@ ChClarityl===DATA ===lrun 3rd crnv 12 30-31 01 2011

Prace se soubory a sloZkou

=) Wytvofit novau slogku
@ Publikovat sloZky na webu
d sdilet tuto shoFku

Dalsi mista

[(3) ===DAaTA ===
d % Dokumenty

Single analysis:

File - open Method

=~

»

”J calb

Zobrazit

Seradit ikory
Aktualizowat

. Vlastni nastaveni teto sloZky. ..

YoZit 2astupce

r_r GC 6850 - Method NMoname

JJ File Monitor Analysis Method Setting ¥Yiew Window Help ‘m
L L

I.. ambient_%252

=101 ]

— Mew Mathod Crin
|: Cpen Method. .. CrkO
Save Method Chrls
s Save Method 4s. . Ctri-Shift+5
E send Method by Email
E Praject. ..
.
« Archive. .,
L Reskora,.,
¥  Report Setup... Chri+Alt+F
[#  Prink Previsw, .. Cerh-Shift+P
{ Print T PDF, ..
' SendPrinted POF by Email...
Prink. ., CiriP

1 01_Cool down GC_2010_11_15
Z Manual

3 kalbrace 2010 11 15

401 STDBY_2010 11 15

an 3rd ey 12 30-31 01 2

Exit:
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Choose “Manual.met* method in your project folder

Open Method - C\Clarity.=== DATA ==="run 3rd cmv 12 30-31 01 & | x|
LaokIn: {3 run 3rd e 12 30-31 01 2011 x| = (el = | (R (E)
Hame Sizel Tppe | Created | Lazt Change |A
[C)Calb Shbdka souborl 291201 1533 422011112
CaData Skika soubarl 2912011533 42211212

fll 01_STDEY_2010_11_15.met
m Falibrace_20010_11_15MET
' b anuial. met

m M_Cleaning Coluran_2000_11...
m 01 _Coal down GC_2000_11_1...

m POZICE O1_MEw_2010-11-15....
m POZICE 02_MEW_2010-11-15....
[ﬂ FPOZICE D3_MEW_2010-11-15...
m POZICE O4_MEW 2010-11-15....

42 kB
42 kB
42 kB
44 kB

E1 kB
51 kB
a1 kB
51 kB

MET Chromata...
MET Chromata...
MET Chromata...
MET Chromata...
MET Chramate...
MET Chramata...
MET Chromata...
MET Chromata...
MET Chramata...

251.2M1 1536
251.2M1 1536
251.2M1 1536
251.2M1 1536
291.201 1536
291.2001 15836
251.2M1 1536
23.1.2M1 1536
291.2011 15836

1511.201017:06
1511.201017:06
251.2M1 1203
2B1.2M1 21:29
151120101226
15.11.2010 16:33
1511.201016:35
15.11.201016:36
15.11.2010 1747

m POZICE 05_MEW_2010-11-15.... 81 kB MET Chromata...  29.1.200115:36  1511.200017:47

m POZICE 06_MEw_2010-11-15.... 81 kB MET Chromata...  29.1.200115:36  1511.2001017:48 ;I
File Marne |Manual.met
File Type IMethcu:I filez [*.met] j Cancel |
Created By: Adrniniztrabar Yersion: Clarity

Dezcription:

At GC 6850 window, click “single analysis" icon

! GC 6850 - Method Moname

-

=1C] x|

File “opitor Analysis Method Sething Yiew Wndow Eelp ‘m

Fie kame:  2001403-16_" ... ambient_%252
Sample: anbient
Sample |D:

|F|:|r Help, press =1

|Fr|:|ject un 3rd zme 12 30-3101 2
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Enter the detail of sample analysis: Sample Id, Sample (ambient, calibration, sample)

Single Analysis - {Noname) x|

Click “Send method", OK

—Analyziz
M |$ampIeID
eaample Iambienl
Amount ID ISTD Amount |D
Diion |1 Ini. Vohume [mi] 1
I Calbration Standard Metrod. |
Level: m
r Contral
Iml R I Stop | Abort | Snapzhot |
Chromatogram File Name [2011-03-16_12_27_sample [D_ambient %257
[72v 7 320_36T_32a_320_s3c3n _bl _|
[ Enable File Dwenwrite Counter 1252_ Data Recovery .. |

Concel | Hep |

Check the status of GC from “Device Monitor” icon (on GC 6850 window). The green
lights and “Ready" status will be appeared, when all temperatures of the devices are
ready for analyse. Then, inject 1 ml sample into the injection syringe and press “Start”

button on the GC device.

ue G B850 - Device Monitor B - - :|;|5||
||t contrl gen sendow b |8 | B

= Aglent BB GCs Read

rf GC 6850 - Method Noname

”Eds Mogitor  fnalysis Method :

[ | T | |'r'i'=é'H.'-_{ﬁ1E
"? ﬁ | Sample:

[

0
| _
[ Ownltl [ FuonloelC] | Backine [ T S {E? e
= = @ = = 1 = | vE i a {Mode:
o A é’
| Fion Detecian 0] | Back Detecin [1T) a
- SrSTSr =]
== == || SEEEE L] @S
8B Do Ed
[ Rontmeiminl | [ welpe]l [ Awd2r] e =) Y|
| . = | = | = = o
S _ [For Help, press FL
SR F
SEEEEE
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Automatic analysis

At GC 6850 window, click “sequencing analysis” icon.

r!| GC 6850 - Method |

e

— secuencin, —
¥ T e it
| J | = zrple:
!EEmpIeID:

ie Manior Analvsis Method Setting View Window Help |m

0957 zaARE |

L

LCBH50 - Sequence Noname

g ” Fle Edt Sequercz biew window Hep [N @l AF 1

[paw 8235

[0 aE

E £/

|emoar g s |2 |des!

Sl Faaf SV | EV | 1A Semple D

Samale

Samplz | ISTD
Arnaunt | Arroun;

Semple | njadl
Cikr. [l

File
Hame

5

g
5
H
3
=
4
‘w
5
4

For Felp, pr=sz F

i

|For Help, press F1

T -5t

Wa w2 v, 7 [FieHane:

Enter the detail of sample analysis: Sample Id, select the method from your folder
(rely on the position of the injector (1st-11th position). Then, save it in your folder and

run the sequence.

[## GL 6850 - Sequence Noname (MODIFIED g =3 >
JJ Fle Edit Sequence View Window Help ‘m | |ﬂ1‘1 ¥ run sequence
JosRlass||~~snn|gse [sposrres|s 887
JaVE Sample | ISTD | Sample | Ini¥al File: Method Report Open
Ste. Run| wv | £V | IV Sample 1D Sample Amaunt | Amount | Dilut [wll Marne St | Lvl Narne Style Hpen Calib. f
1 F 1 1: 1 ContralC1 0,000: 0000; 1,000 0,000:%q %R ... Mo POZICE 06 NEW 2010-11-15 nistrument = r C
2 V2T 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_.. Mo POZICE O4_NEW_Z010-11-15 Tnstrmert M [
3 r H r r r
Insett File Name - C: x|
lookIn: [ kst set 1 2 IE 7 [©
Name | S\zel Type T | Created | Last Change I‘
() Calib Slodkasoubortl  11.320121207  124201211:30
() Data Slodkasoubort 11320121307 12420121613

ﬂi 01_Cool down GC_2010_11_1... 42kB MET Chromata.. 11320121307 15.11.201018:06

ﬂi 01_STOBY_2010_11_15.met 42kB MET Chromata.. 113200121207 18.11.201017:43

[ﬁ Kalibrace_2010_11_15MET 44kB MET Chromata.. 113200121307 10520111525
Manual.met 42kB MET Chiomata.. 11320121307 105.201117:21

ﬁ POZICE 01_NEW_2010-11-15 S1kB MET Chiomato.. 113200121307 1052011 17:25

[ﬂ POZICE D2_NEW_201011-16.. S1kE MET Chiomata.. 11320121207 105201117:30

Ei POZICE 03 NEW_2010-11-16.. G1kE MET Chromata.. 113200121207 105201117:30

[ﬁ POZICE 04_NEW_2010-11-15.. G1kE MET Chiomata.. 11320121207 105201117:31

m POZICE 05 NEW 2010-11-15 S1kB MET Chiomato.. 11.3.20121307 1052011 17:32

;# POZICE 06 NEW 20101115, 51kB_MET Chigmato,11.320121307 10520111732 |
POZICE 07_NEW_2010-11-16.. B1kE MET Chromata.. 113200121207 105201117:33 j

File Name |

File Type IMethad files [*.met]

Created By
D escription:

&l

Versio

Cancel
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The GC will sample automatically but important is to enter correct method (position)
as the actual injector. The 12th position is set for cleaning the column after each
injection. So, it cannot be used for sample.

3% GC 6850 - Sequence BR SKY set 1 day 7 (MODIFIED)

| Eile Edit Sequence Wiew ‘Window Help m m M ﬂ

Al | 8k S 4 B E e E Sho@FF L 5842

Sample | 1STD | Sample | Inj¥al File Method Report Ope

Sts. JRun| sV ‘ EV ‘ W‘ Sample 1D ‘ Sample | ano = | et | o iull itk ‘ sid | Ll N ‘ SJE ‘ Open | 25
T0& T 1 1 1K¥gLeRD ol 0,000 0,000 1000 0,000 %o %R_. Ho \POZICE O1_MEW_2010-11-15 CInstrument VT
ez oz ikwaEmRT poz 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R o \POZICE 02_MEW_2010-11-15 Instrument T
3 ReN 33 IKSVIBERTD pod 0000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Mo POZICE 03_MEW_2010-11-15 Instrument F [
4RO 5 B TKSVE/IBR7D pod 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R_.. Mo ‘POZICE 09_MEW_2010-11-15 CInstrument [ r
518 [ 5 5 1ks¥sEmRD pol0 0,000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Ho ‘POFICE 10_MEW_2010-11-15 Instumernt W [
E & [ 77 o ikwvspameD po i 0000 0,000 1,000 0,000 %g_%R_.. Mo POZICE 11_MEW_2010-11-15 Instumernt [
Te 7 F ikwElRTD pol 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R Mo ‘POZICE 01_MEW_2010-11-15 Instrument T
B O |y 1L 1KSYERZERTD poz 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_. Ho ‘POTICE 02_MEW_2010-11-15 Instrument T
El O I 11 IKSYEEERTD pod 0000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Mo POZICE 03 _MEW _2010-11-15 Instrumert
e T 1 1 kIR o9 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_. Mo POZICE 09_MEW _2010-11-15 nstument @ [
e 11 LRI pold 0,000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Ho POZICE 10_HEW _2010-11-15 Instrument [
L L S Y -1 poll 0000 0,000 1,000 0,000 %o %R_. Ho  POZICE 1L WEW 2010-11-15 Instrument [
T3ReRT 1L 1ksvgllERTD ol 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_. Ho POZICE DL_HEW _2010-11-15 Instrument [
i O In 1L LKSVERZERTD poz 0,000 00000 1,000 0,000 %q %R, Mo POZICE D2_MEW _2010-11-15 Instrument ¥
i O s 171 1KSVBEERTD po 3 0,000 00000 1,000 0,000 %q %R, ‘Ho ‘POZICE 03_MEW_2010-11-15 nstument W [
76 R8N [ 11 1KSY91BRTD pod 0,000 0,000 1,000 0,000 %g %R_. Ho ‘POFICE 09_MEW_2010-11-15 Instument [ [
17 M 1 1 1KSY92ERTD po 10 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R. Mo \POZICE 10_NEW_2010-11-15 CInstrument M
13 VM 1 1 1ksY9E3ERTD po i1 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R o \POZICE 11_MEW_2010-11-15 Instrument T
iE] Ird 1L 1KSYIOER7D pol 0000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Mo POZICE O1_MEW_2010-11-15 Instrument F [
0 M 11 1KSYIZER 7D poz 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R_.. Mo POZICE 02_MEW_2010-11-15 Instrumert [ r
21 I 1.1 1KSYID/3BRTD o3 0,000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Ho \POFICE 03_MEW_2010-11-15 Instumernt W [
2 v 11 1KSY1lf1BR7D pod 0000 0,000 1,000 0,000 %g %R_.. Ho POZICE 09_MEW_2010-11-15 Instrumenk [ [

2 K_m T R T P G POV ) RO -1 Trstument v 1]
v 1 1 TKWINZERD po 10 0,000 0,000 1,000 0,000 %q_%R, POTICE 10_MEW_2010-L1-15 dnstrument [
IS 11 UKSVIUBERTD po Ll 0,000 0,000 1,000 0,000 %q %R, POZICE 11_MEW _2010-11-15 Instrument
26| v 1. 1 1KSY1ZA1BR7D pol 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_.. Mo ‘POZICE OL_MEW _2010-11-15 nstrument [V
T4 W 11 1KSVIZZERTD poz 0,000 0,000 1,000 0,000 %q %R_. Ho POZICE D2_WEW_2010-11-15 Instramert
i 11 1KSV1Z3BRTD o3 0000 0,000 1,000 0,000 %o %R_. Ho POZICE 03_MEW _2010-11-15 Instrument [
B/ 4V 11 TKSVIHIBRTD o 0,000 0,000 1,000 0,000 %0 %R_. Ho POZICE 08 _HEW_2010-11-15 Instrument W[
E 111 1KSV132ERTD oo 10 0000 00000 1000 0,000 %a %R .. RO POZICE 10 HEW 2010-11-15 Instrument T

The actual analysis will be indicated with red mark. The red circle on the Sts. (status
bar) means that the sample will not be analyzed.

After injection, the peaks of actual analysis can be found at “data acquisition* icon.

[ GC 6850 - Data Acquisition

B U DLk |

1! GC 6650 - Method Manual

=10l x|

” fle Mopitr fnabysis Method Sedling Wiew Window Help [}

. |FieHame  2011-03-16_"
Sanoke; anbien
| Samate 10:
| Method; Il arual
| b

Single Run

.. anbiert_%252

Data Acquisition

(File name)

||l tnalysis Dilay e windon e | ) @ | AL WL @

[esemoss|||aad]

Time rangs 6 min.

Signal hom

100 1o

SO0y

[rw]

Moise: 0,0000 my X, XXXX My

— 1CD

Time

Mme:3 74
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Data integration

Choose “Chromatogram window". You will see

J Fil= Monitar

1l GC 6850 - Method Manual

=1E1x]

Analysis Method Setting Yiew Window Help |m ‘

the peaks which have been analyse. If you
would like to integrate other peaks, use “open*
menu. The results (*.prm) are in your project
folder/subfolder Data.

ISpeenGy

GC 6850 - Chromatogram 2011-02-04_12_10__ambient_%6251 - TCD 4.2.2011 12:13:58 Recent {

Fle Edit Display Chromatogram Method Results Miew Window Help |m il |Lz__f_ & m

File Mame:  2011-03-16_1 ... ambient_%252 ‘

Sample: ambient

Sample ID:

Method: b arsal Chromatogram
Miode: Single Fun window

e

QHXE (RS2 BA |~ |QaA|2[E ||[oo] m e =newswcE00

S )
6, 100+ — test_4.2.2011 10_58_54_002 - TCD
L 80 — test_4.22011 11_25_03_006 - TCD
iy — test_4.22011 11_33_52_008 - TCD
P — test 422011 11_42_53 007 - TCD
0] — test 422011 11_51_44_008-TCD
N o — 2011-02-04_12_10__ambient_%251 - TCD
m
ME
S, 40 -
n =
] ;
p— 20 i
A : ULn
oA L d L
0+
ﬁ T T T T T T
1} 1 2 3 4 5 &
"I(_\r Tirne: [min.]
£ Summary Table ;I
& [
| el -
fa 1] | D
% Results )\SummaryA Petformance )\ Integration )\ Measurement Conditions /
| For Help, press F1 Ovetlay 2

Set the interval of the peak. Click “Lock® icon, select the start and end point by click,

respectively.

GC 6050 - Chromatogram 2011-02-04_12_10__smbient_%251 - TED/(MODIFIED)

(|t Edk ooy Chromatogrom Method Gesits wew Wi beb | il | L2 @) @ 7l 3 |

|smxysaa ina -~ aaa|se||s "ooaaooaosoan

I J?
it [l 2,337 min, 2,7 mY
A 10— — 2011-02-04_12_10__ambianl_Z :

— Set interval end. Pesks
J‘_\n a0 wthin tgle niberval will b
A rejected,

@ Bl
~lE
M E
5 ap-
= 20—
Eﬁ Lock
o i
i a0 05 L0 15 20 25
i ! y | ! )
i e [mn.]
i Sumenary Tabie

A [——

% L (I P =
»

< Fesuls ) Summary i Performance b kiegralion [ Messurement Cordions [

s Lok - Al peaks wakbin thes inbereal sl be regeched [rveriay é
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Add base-line to the peak;

- zoom in by drag the mouse over the peak

- click “add positive” icon

- select the start and end point of the base-line, respectively

GC 6850 - Chromatogram 2011-02-04_12_10__ambient_%0251 -

TCD (MODIFIED)

RT=T

File Edit Display Chromatogram Method Results Wiew Window Help |m fi |% 7]

SEXE ([ SRB|LERA| n-\@.@@.Vﬂﬁuﬂﬁpnnnnggnggnn

[rat]

1,8026 min. 2,9 mY

gositiwz
o H

— ﬂ] %02-04_12_10__ambient_%251 - TCD
. Set end of new positive
peak.

Perbebbex| B Xser s

1,75 1,50 1,85
Time min.]
Summary Table
[ —
1| ol
Results )\ Summary/\ Performance )\ Integration )\ Measurement Condtions /
Add Pasitive - Creates a new positive peak Overlay 2

The finished look of the modified peak should be as in the figure below.

Correct the base line;

- Click “start* icon to set new start point of baseline
- Click “end“ icon to set new end point of baseline

~ 6850 - Chromatogram 2011-02-04_12_10__ambient_%e251 - TCD 4.2.2011 12:13:58 Rece

= B

Edit Display Chromatogram Method Resulks View ‘Window Help |m ﬂi |;¢:‘“ @/ @

EXF|8ad(smal-~|qaaa|se || "oooococooocooo

], 1,721 min, 1,5 mY
— 2011-02-04_12_10__ambient_%251 - TCD
Sta B
-
ri B
T =
[ ~ls 5
=T
PETS
*
e
£
£
g o
: T T T T T T T
- 1,72 1,74 1,76 1,78 1,80 1,82 1,54 _
N & Time _[m'”']_
3. ﬂ Summary Table }:I
s ﬂ - i
G | | c-..w..l...| I—,_.— d
A
= & Results )\SummaryA Performance )\ Integration )\ Meazurement Conditions /
A »_ |For Help, press F1 Ovetlay 2
| 2] I 1
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Intergrate with calibration peaks;

- At the lower part of “Chromatogram” window, select the set of calibration
peaks (calibration file) you would like to apply with your data. (click “set®)
- The calibration set(*.cal) can be found in your project floder\sub folder Calib

- Enter “1.01" at the amount(mg).

NI S 2P EABE S| CCORPEDPRBE X EF X

B0
o
{=
5
=]
=
40 -
o
m,
v
5
20 &
[
Ly
=1
o
T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Time
Resutt Table (ESTD - 2011-02-04_12_10__ambiert_%251 - TCD) Common for &1l Signals
Reten Time Rlespanse Amaunt Amaunt Peak. Compound -Lalibration File [Peak Table] Calculation
[min] [ma] [#] Type Name manual cal equal resp loop app 100 IESTD j
i 1,777 14,129 0,060 5,0 Ordr Peak 1,80
Total 1,010 6,0 Set.. | Hore Wiew |
—Repart in Result Table Unidentified peaks
& A Eeak.s. Resporse % Area
Al |dentified Peaks Baze

" Height
Al Peaks in Calibration =

R
I | Hide 1570 Peak For s | D
~Scale—————— _Amount [mg ISTD Amount

[~ Use Scale Factar m I—D
Seale Factor U] ki volumem]  Dilutian

wws [ [T

Results f SUmmary )\ Performance )\ Integration )\ Measurement Condtions /
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Calibration

- Use “Manual.met” method for single injection analysis
- Don't forget to descrip as “calibration” (in “sample*) before send method

- All calibration peaks must be set base-line as normal data

Click

window. Select

“Calibration window* on the GC 6850

to create new set of

-* GC 6850 - Method Ma =101

JEiIa Monitar  Analysis Method Setting Wew ‘Windaw Help |m |

EdNF]

“New"

File Mame:  2011-03-16_1 ... ambient_%252

. . Sample: ambient
calibration. Sampe [0
Method arwizl
dode: Single Run

: =@=@= i a®

B DGO

Calibration

GC 6850 - Calibration Moname <-- ESTD _(of x|l o [ za|Window
g 5

JJD & |§ * |§ b |H & ko | 1 e |®. B, &, | HJ 5 b&*::lAutDmatic jICaI\bratiDn jbi( ||
JJ File Edit Display Calibration Wiew Window Help | m fi | MEF T |Inw
r Ctri+H l Calibration Summary Table (ESTD - Monatme - Signal 11

Open. .. Chrl+0 BT 5 =

il esp. evel
Save Chrl+S eft Windos - Peak Type|Peak Color)  LOD LoQ RE ‘
Window Factor

I P L Response \ Amaunt !Hesp. Facl.\ Rec No.
—  Send Calibration by Email

Open Standard. ..

Close Standard

Report Setup... Crl+Alt+P

PNk Presiew. .. Cerl+shife-+P

Print Ta PCF...

Send Printed POF by Email...

Print. .. Chrl+P

1 run 3 BR cal

2 run 2 BR cal

3 run 3 SIR 5 hour

4 run 3 SIR 3 hour
— Srun3sIRcal

Exit

Select “open standard”

GC 6850 - Calibration Moname <-- ESTD

BEIEE Y

H Eile Edit Display Calibration

[ raaall|=
view Window Help |m it |M F W

4 & ﬂAutDmatic ;" Calibration I~

Rew
CpEn.. .
SEYE
Save As. .,

Chrlr
Chrl+2
Chrl S
Chrl+shift+5

Send Calibr ation by Email

exft *afindo

Calibaration Summary Table (ESTD - Moname - Signal 1)

Right
findow

Peak Tupel

Peak Color

LoD

Log

Le

Fesponze Amour

Open Skandard. ..

Close Standard

Feport Setup...
Print Prewview.. .
Frint To FDF...

Chrl+alk+P
Chrl+shift+P

Send Printed PDF by Email. ..

Print...

Chrl+P
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Choose the calibration peak (*.prm) in project folder\data folder

Open Chromatogram - C:4Clar

\run 3rd cmv 12 30-3 x|

2011 ira...
M 2011-01-25_13_26_test_kalibra...
M 20171-01-25_13_35_test_kalibra...
‘Eui 2011-01-26_13_47_test_kalibra...
M 2011-01-26_16_44_test_kalibra...
ﬁ_ﬁ 2011-01-26_16_54_manual kali...
M 2011-01-26_18_13__calibration...
M 2011-01-26_18_18_ calibration...
ﬁ_ﬁ 2011-01-26_18_25__calibration...
M 2011-01-26_18_34__ calibration...
ﬁ_ﬁ 2011-01-26_18_42__calibration...

PRM Chromata...

PR Chramato...
PRk Chromato...
PR Chramata...
PRM Chramato...
PR Chromato...
PR Chramato...
PRk Chromato...
PR Chromata...
PRM Chramata...
PR Chromato...

2512011 1332
251.2011 134
26.1.2011 1354
26.1.2011 16:50
26.1.2011 16:56
26.1.2011 1815
261.2011 1321
26.1.2011 1328
2612011 1837
26.1.2011 13:44

| Lock In: I_} Data vI = EE::IEEBE s ’E - El

© | Mame ¢ | Sizel Tupe | Created | Lagt Change |‘
i1 Slo#ka soubard 291200101737 291.2011 1742 —

i A4 2011-01-25_13_09_test_kalibra... PRM Chromato.. 2512001711312 251.2011 1312

2512011 1332
251.2011 1353
26.1.2011 1354
26.1.2011 16:50
27.1.2011 1302
2712011 1258
2712011 1259
26.1.2011 13:28
3072011 1337
27120111320

||

Cancel

File Name | 2011-01-25_13_15_test_kaliration_%043.PRM ~ Signals:
. W] TCD
File Type IChlomatogram filez [*.prm] Ll
tethad |2E.1 20171 201650 j
Analyst: Adrministratar Yergion; Clarity
SamplelD: test Fange/F ate: 10000 me /10 Hz
Sample: kalibration Tirne: E.02 mir,
Current State; Mot Signed Has PO Data: Mo

oo |

In “compound” tab. Zoom in by drag the mouse over the peak. Click “add peak" icon,

then click on the calibration peak.

GC 6850 - Calibration Noname <-- ESTD

[pad|ax saa||ima ~~qaaa|||Fs

=10 x|

4?> ::IAutomat\c leaIibration

=] bk

H File Edit Display Calibration View Window Help ‘m bl ‘M g m

Add peak

Ueed|  EepomdiEme || Reom

Left Windao

Calibration Summary Table (ESTD - Moname - Signal 11

FRiight Resp.
\Wirdow | P23k Type|Peak Colod — LDD Log | RE | P

Level1

=

Response | Amount | Resp. Fact] RecNo

[mi]

3829 min. -54.7 mv

voltage

600+
400+
200

— 201

3,840 1

1-01-25_13_15_test_kalibration_%049 - TCD

35

37 38
Retention Time

39 4.0
[min.]

M- \ Compounds /

Far Help, press F1

|Chromatogram 2011-01-25 13 15 ke 2
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Enter “1,2,3,..."“ as the calibration peak level, respectively. Enter “1.01“ in the amount

Of C02 GC 6850 - Calibration Moname <-- ESTD (MODIFIED) -1of x|
JJD@H‘@X‘gauJ% %m‘“""@.@.@\H“4‘4\.9*.:|Automatic leaIibrat\on j|zi’(-
JJ File Edit Display Calbration Wiew ‘windaw Help |m ﬂi M @/ m
Calibration Summary Takle (ESTD - Monsme - Signal 1)
Fieten. Tim) Fiight Resp. Lewel 1
Used Compound Mame 5 Left Windo: Windaw Peak Type|Peak Colof  LOD Log RE Fsrslier Fesransd i e el Fan
1 | [# Peaka,oe 3,540 01,200 0,200 Ordnr 01,000 0,000 & 11,0000 94,8051 1L,010] 00108 1

]

— 2011-01-25_13_15_test_kalibration_%049 - TCD
E00-

400-

voltage

200+

35 36 37 38 34 4.0
Fietention Time [mir.]
A[AT* T+, Compounds f_Feak 384 7
For Help, press F1 [ |Chromatogram 2011-01-25_13_15_te 7

All the calibration peaks in the set can be seen in the next tab (in this case is “peak
3.84" tab which have retention time at 3.84 minutes). The figure shows 2 levels of
calibration peaks in the calibration set. You can select the similar calibration peaks to

be used in the set.

GC 6850 - Calibration Noname <-- ESTD (MODIFIED) =10 x|
|Dad ax (83 |[saa o~ aadllF5 4 S ] oo cabeion -] kx 2 W
“ Eile Edit Display Calibration Yiew Window Help |m fﬁ ‘M @' ﬁ

Response | Amount |: Peak 3,84 - 2,908 min, Signal 1
T ] mal Resp. Factof Rec Ma. [[Used
1 94,9051 1,0100 0,0106 1: W [rov.s]
H 78,3926 1,0100 0,0129 1T W
T 100+
4 0,0000 0,0000 0,0000 0: [ -+
5 10,0000 10,0000 10,0000 0
3 10,0000 10,0000 10,0000 0
7 0,0000 0,0000 0,0000 o v
8 0,0000 0,0000 0,0000 0 v a0
El 0,0000 0,0000 0,0000 0 v
10 0,0000 0,0000 0,0000 0w
11 0,0000 0,0000 0,0000 0V
12 0,0000 0,0000 0,0000 0V
13 10,0000 10,0000 10,0000 0
14 0,0000 10,0000 10,0000 0 &0
15 0,0000 0,0000 10,0000 o: W ;I o
Response Base  |Area - o
o
Compaund Type | Order -
40+
Curve Fit Type Linear hd
Origin Curve passes through O
Weighting Method |Mone =
20|
Equation: ' = 85,785387%
Carrelation Factor: 0,9614409
Residuum E.74627 [mW.s] 0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Amnount [ma]
[ 4 > [»]% Compounds A Peak 3.84
For Help, press F1 [ |Chromatogram 2011-01-26_13_47_te /

29




Centrum pro vyzkum

toxickych latek Laboratorni praktikum z ekotoxikologie mikroorganismu

v prostredi

w ©)

***x Before switch off GC

- Click “Open method" at the GC 6850 window
- Select “01_Cool down GC 2010 11 15.met* method
- Send method

- Wait til the device status is ready then switch off GC and exit Clarity

i

JJ File Mopitor A&nalysis Method Setting Wiew Window Help ‘m ‘

File Mame: 20011-03-16_1 ... ambient_%252
D ;3’ ﬁ Sample: ambient
@ Sample 1D:
| E Method: b arwal
@ Mode: Single Fun
E A
) k. ) S EW”EA‘MH 3£
en Method - C:\Clarityl, === DATA ==="run 3rd cn¥ 12 30-31 01 20 ﬂ
LookIn: [ run 3rd cnv 12 30-51 01 2011 x| = [ Bt B |5, (B [E) Enor i
Mame 4 I Sizel Type I Created I Lazt Change I*
|5 Calib Slodka zoubor 2912011533 42200111112 |Pr0ject run 3rd cmy 12 30-31 01 2
[hData Slodlka souband 29120111533 4220111212 —

Iﬁ 01_Cleaning Column_2000_11... 42kE  MET Chromato...  29.1.20011 1536
| -

15.11.201017:06
i MET Chr 2011 15:36 ]

15.11.2010

]ﬁ ] 42kB  MET Chromato... 23120111536 25.1.2011 13:03

ﬂi Kalibrace_2010_11_15.MET 44 kB MET Chromato... 23120111536 26.1.20011 21:29

ﬂi tanual met 42kB  MET Chromato...  291.201115:36  15711.201012:26

]ﬁ POZICE 01_MWEW_2010-11-15.... 51 kB MET Chromato...  231.201115:36  15711.2001016:33

ﬂi POZICE 02_WE%_2010-11-15.... 51 kB MET Chromato... 23120111536 1511.201016:35
ﬂi POZICE O3_MWEW_2010-11-15.... 51 kB MET Chromato...  291.201115:36  15.711.2001016:36

]ﬁ POZICE 04_MWEW_2010-11-15.... 51 kB MET Chromato...  2371.201115:36  1511.201017:47

ﬂi POZICE 05_WEW_2010-11-15... 51 kB MET Chromato... 231200111536 1511.201017:47

ﬂi POZICE O6_ME_2010-11-15.... 51 kB MET Chromato...  291.201115:36  15.11.201017:43 LI

File Name [ _Cool down GC_2010_11_15.met
File Type IMethUd files [*.met) j Cancel |

Created By: Adrninistrator Yerzion: Clarity

Description:
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