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MERENIi BAZALNIi RESPIRACE

1. Predmét metody

Metoda popisuje stanoveni bazalni respiraéni aktivity mikroorganismu v padé, tedy bez pfidani jakéhokoliv
substratu. Po ovihéeni na 60 % WHC se plda inkubuje 24 h v 22 °C a poté se stanovi vyprodukovany CO2
na plynovém chromatografu.

Bazalni respirace (BR) ukazuje respiracni aktivitu mikroorganismu, ktera vyplyva z aktualniho stavu v pidé.
Zejména zavisi na aktualnim mnozstvi dostupného substratu pro respiraci v padé. Je také vysledkem
fyziologického stavu mikroorganismd, jejich energetickych naroku, pusobeni stresovych faktor(, inhibi¢nich
vlivli nékterych faktorl apod. Tento parametr pak Ize brat jako jeden z indikator(i pidni kvality a sledovat jej
pfi hodnoceni stavu ekosystém(: pfi posouzeni zemédélského managementu, rekultivaci, pfi sledovani
vlivu polutantd na pidu atd.

Parametr BR mUGze byt pouzit jako endpoint v laboratornim testu toxicity latek pro pddni mikroorganismy. V
obou pfipadech je v§ak nutné doplnit i dal§i parametry mikrobialniho spole€enstva: minimalné potencialni
respiracni aktivitu a mikrobialni biomasu. Navic je velmi zadouci doplnit vysledky BR udajem o mnozstvi
dostupného substratu v pudé, které Ize vyjadfit napfiklad pomoci extracelularniho uhliku
(Cex) stanoveného v ramci FE metody (SoilECT-SOP-03).

2. Zdrojové normy a relevantni SOP

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

ISO 10381-6 (1993): Soil quality — Sampling - Part 6: Guidance on the collection, handling and storage of
soil for the assessment of aerobic microbial processes in the laboratory. International Organization for
Standardization, Geneve, Switzerland.

SoilECT-SOP-01: Stanoveni suSiny a maximalni vodni kapacity (WHC)

3. Material, pomucky, chemikalie a pristroje

— Infuzni lahve (100-150 ml) s gumovymi septy a kovovymi uzavéry, vzduchotésné

— Vahy s pfesnosti na 0,1g a analytické vahy

— Termostat na 22 °C

— Injekeni jehly a stfikacky &i systém prepinacich ventilt s kapilarami ukon€enymi jehlami (12 pozic)
v termostatu

— Plynovy chromatograf s tepelné vodivostnim detektorem s mobilni fazi He a stacionarni fazi kapilarni
kolonou (Agilent GC 6850)

— Deionizovana voda (dH20)
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Pracovni postup — BR

Priprava pudy

Po vzorkovani/odbéru se pfirozené vihka plda skladuje v lednici pfi 4°C.

Pfed zahajenim testu je potfeba stanovit susinu a WHC puady (viz. SoilECT-SOP-01).

Minimalné 4 dny pfed zahajenim testu by méla byt pdda dovlhéena na 40-60 % WHC a inkubovana

pfi 22 °C pro ustanoveni rovnovahy mikrobialnich aktivit:

3.1 Dostate¢né mnozstvi pudy pro test dovlhéime na 60 % WHC.

3.2 Nadobu s pudou bud utésnime (kazdy druhy, nejdéle tfeti den nutno provétrat a také zajistit
dostate¢ny objem vzduchu nad pudou) nebo zakryjeme alobalem s malymi dirkami pro pfistup
vzduchu (kontrolujeme ubytek hmotnosti).

3.3 Hmotnost pady i s nadobou zvazime a hmotnost zaznamename pro kontrolu a doplfiovani
vlhkosti

Zalozeni a méreni BR

N

Predinkubovanou pudu zvazime a pfipadny ubytek hmotnosti doplnime pomoci dH20 na 60 % WHC.
Do 100 nebo 150 ml infuznich lahvi navazime 3 x 10 gsus vlhké pldy (mnozstvi odpovidajici 10 g
susSiny ve tfech opakovanich).

Uzavieme pryZovymi zatkami a kovovymi uzavéry. Dobfe utésnime.

Umistime do termostatu nastaveného na 22 °C.

Pfesné po 24 h od zalozeni méfime obsah COz2 v infuznich lahvich na plynovém chromatografu.

Stanoveni na plynovém chromatografu

10.

Do infuznich lahvi zavedeme injekéni jehly v termostatu.

Dale postupujeme podle navodu na méreni s pfistrojem Agilent GC 6850 v programu Clarity (viz

detailni navody pro praci s chromatografem a Clarity).

10.1 Pro kazdé méfeni vytvofime v adresafi novy projekt.

10.2 PFi méfeni ukladame aktualni ¢as stanoveni, podle kterého zpétné vypocitame presnou délku
inkubace pldy.

10.3 Stanovime obsah CO:2 ve vzduchu v mistnosti — nasani vzduchu pfimo z termostatu (prézdna
jehla)

10.4 Nékolikrat zméfime kalibraéni plyn. Jako kalibrace slouzi CO2/Argon smés s definovanou
koncentraci.

10.5 Data z Clarity vyexportujeme do Excelu.

Vypocty

Vysledna bazalni respiracni rychlost je vypocitana z pfirlstku CO2-C v infuzni lahvi pomoci vzorce:

BR [g CO2-C-gsus-h™'] = (vz - in) / 100 * L * 1,824 * 0,2729 * 1000 / sus / &as

kde:

74
in
L
sus

jsou objemova % COz2 ve vzorku [%]

jsou primérna objemova % CO:2 ve vzorku pro vzduch v mistnosti [%]
je objem lahve [ml]

je hmotnost testované susiny ve vzorku [g]

1,824  je hustota CO2 pii 101,325 kPa a 22 °C [g/I]
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0,2729 je hmotnostni zlomek C v CO2
Cas Casovy interval od uzavieni lahvi zatkami [h]

Vysledek vyjadfime jako pramér ze tfi opakovani + SD.

Princip stanoveni CO2:

- Plynova chromatografie (separani metoda) s tepelné vodivostnim detektorem (detekéni metoda)
- Plynova chromatografie:
o Nosny plyn: He
o Stacionarni faze: GC-GasPro (polysiloxan)
o CO2 vychazi z kolony posledni, jako nejpomalejsi plyn
- Tepelné-vodivostni detektor
o Podstatnou ¢asti TCD je tenké odporové vlakno umisténé uvniti kovového bloku.
Vlaknem prochazi konstantni elektricky proud, ktery je zahfiva na urcitou teplotu. Jestlize
detektorem vyhfatym na konstantni teplotu prochazi Cisty nosny plyn o stalém pritoku, je
takeé teplota odporového vlakna konstantni. Obsahuje-li plyn eluovanou latku, kterd ma
jinou tepelnou vodivost, zméni se teplota vlakna, a tim i jeho elektricky odpor.
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