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1. Predmét metody

Metoda popisuje stanoveni respiracni aktivity mikroorganismd v pudé po pfidani lehce vyuzitelného
substratu - tzv. substratem indukované (neboli potencionalni) respirace. Konkrétné se po pfidavku
saturujiciho mnozstvi glukozy sleduje kratkodoba (6 h) odpovéd respirace jako produkce COz2 na plynovém
chromatografu.

Vyhodou tohoto parametru oproti bazalni respiraci je to, Ze ukazuje maximalni moznou, substratem
nelimitovanou respiraéni aktivitu mikroorganismu. Ta je vysledkem fyziologického stavu mikroorganismi,
jejich energetickych narok(, pusobeni stresovych faktord, inhibi¢nich vlivii nékterych faktorll apod. Tento
parametr pak Ize brat jako jeden z indikator(l padni kvality a sledovat jej pfi hodnoceni stavu ekosystéma:
pFi posouzeni zemédélského managementu, rekultivaci, pfi sledovani vlivu polutantll na pGdu atd. Tento
parametr muze byt pouZit jako endpoint v laboratornim testu toxicity latek pro padni mikroorganismy. V obou
pfipadech je v8ak nutné doplnit i dalSi parametry mikrobialniho spoleCenstva: minimalné bazalni respiracni
aktivitu a mikrobialni biomasu.

Pdvodné byla metoda vyvinuta na stanoveni mikrobialni biomasy, a to na zakladé empirické korelace mezi
SIR a biomasou zjisténou jinymi metodami. V tomto pfipadé je vSak udaj o mikrobialni biomase poplatny
jejimu fyziologickému stavu, jeji kvalité. Pro odhad biomasy jako kvantitativniho parametru je vSak vhodnéjsi
fumigacné-extrakéni metoda (viz. SoillECT-SOP-03), ktera je nezavisla na fyziologickém stavu
spoleCenstva.

2. Zdrojové normy a relevantni SOP

ISO 14240-1 (1997): Soil quality — Determination of soil microbial biomass. Part 1: Subtrate-induced
respiration method. 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.

SOILETOX-SOP-01: Stanoveni susiny a maximalni vodni kapacity (WHC)

3. Material, pomucky, chemikalie a pristroje

— Infuzni lahve 100-150 ml s vi¢ky, vzduchotésné

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

— Termostat na 22 °C

— Injekeni jehly a stfikacky Ci systém prfepinacich ventilt s kapilarami ukoncenymi jehlami (12 pozic)
v termostatu

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

— D-glukéza

— Deionizovana voda (dH20)
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Pracovni postup — SIR

Priprava pudy

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

Pred testem je potfeba stanovit susinu a WHC pudy (viz. SoilECT-SOP-01).

Pfed vlastnim méfenim by méla byt ptida pfedinkubovana pfi 22 °C a dovlhéena na 40-60% WHC

pro ustanoveni rovnovahy mikrobialnich aktivit.

3.1 Do 100 nebo 150 ml infuznich lahvi Navazime 3 x 10 g pfirozené vihké pudy.

3.2 Doplnime WHC alespon na 40% destilovanou vodou.

3.3 Uzavieme pryZovymi zatkami.

3.4 Umistime do termostatu do 22 °C a inkubujeme nejméné 4 dny. Kazdy druhy, nejdéle tfeti den
poradné provétrame.

Zalozeni a méreni SIR

Po pfedinkubaci vyvétrame vzorky.

WHC doplnime na 60 % roztokem glukdzy, o takové koncentraci, aby ovihéenim bylo na 1 g suché
pudy pfidano 5 mg glukdzy. Pfi ovihéovani roztok rovnomérné rozkapeme po povrchu pldy.
Uzavfeme pryzovymi zatkami a kovovymi vr§ky. Zaznamename pfesny ¢as uzavreni infuznich lahvi.
Lahve umistime do termostatu nastaveného na 22 °C.

Pfesné po 2, 4 a 6 hod od zaloZzeni méfime obsah CO2 v infuznich lahvich na plynovém
chromatografu. Casova perioda a mnozstvi odb&rovych bodt se miiZze upravovat podle potfeby.

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 zmé&fime kalibraéni plyn. Jako kalibrace slouzi CO2/Argon smés s definovanou
koncentraci.

10.5 Data z Clarity vyexportujeme do Excelu.

Poznamka: Pro méfeni SIR mizeme pouzit automatickou sekvenci. Doba jedné analyzy na GC 6850 trva
pfiblizné 8 min, pro stanoveni 12 vzorkud trva méfeni cca 1,5 hod. Proto méfime respiraci v intervalech 2, 4
a 6 hod, presny Cas prodlevy (podle poctu vzork() nastavime do sekvence méfeni (viz detailni navody pro
praci s chromatografem a Clarity). Je potfeba pocitat s tim, Zze 12. pozice v inkubatoru je pro kontrolu
vzduchu v mistnosti.

Vypocty

Vypocet kumulativhiho obsahu CO2-C

Obsah CO2-C v infuzni lahvi vypocitdme ze vzorce:

CO,-C [ug-gsus'] = (vz —in) / 100 * L * 1,824 * 0,2729 * 1000 / sus
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kde:

vz jsou objemova % CO: ve vzorku (%)

in jsou priimérna objemova % CO:2 ve vzorku pro vzduch v mistnosti (%)
L je objem lahve (ml)

su$ je hmotnost testované susiny ve vzorku [g]

1,824  je hustota CO:2 pfi 101,325 kPa a 22°C (g/l)
0,2729 je hmotnostni zlomek C v CO2

Vypocet potencialni respiraé¢ni rychlosti (SIR)
Provedeme linearni regresi zavislosti kumulativniho obsahu CO2-C na Case:

a) v programu Excel — pomoci funkce Slope, vysledek uré¢ime jako primér ze 3 opakovani.

b) v programu STATISTICA® for Windows, modul Multiple regression, k odvozeni parametru B, coz je
"slope" regresni pfimky a soucasné i SIR v ug CO2-C.gsus.".h"". Pokud je "intercept" statisticky
nevyznamny, provedeme regresi s nastavenim "intercept" roven nule. "Standard error of B" je SD pro
SIR.
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