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STANOVENI POTENCIALNI NITRIFIKACE PUDNICH
ORGANISMU

1. Predmét metody

Organicky vazany dusik v plidé je pusobenim mikroorganismi pfeménovan na amoniak (amonifikace), ktery
je dale oxidovan na dusitany a dusi¢nany (1. a 2. faze nitrifikace). Aktivitu nitrifikacnich enzym( (1. faze
nitrifikace) mizeme stanovit metodou oznacovanou jako kratkodoba potencialni nitrifikace (SNA — short-
term nitrification assay) nebo PAO (potential ammonium oxidation). Metoda je zalozena na stanoveni
produkce dusitanovych iontd v pldé obohacené pfidavkem amonného substratu béhem kratké doby
inkubace, kdy nedochazi ke zménam ve velikosti mikrobialni populace.

Vzorky pudy jsou inkubovany v pldni suspenzi za neustalého tfepani pfi teploté 25 °C. Suspenze obsahuje
saturujici mnozstvi substratu (siran amonny) a chlore¢nan sodny, ktery pulsobi jako inhibitor 2. faze
nitrifikace — oxidace dusitani na dusi¢nany. Pfedpoklada se linealni narlst koncentrace NO2- iontl v ¢ase.
V hodinovych €asovych intervalech (do doby 6 hod) se odebiraji vzorky suspenze, ve kterych se stanovuje
mnozstvi dusitanovych ionta.

Metoda je pouzitelna pro v§echny typy a druhy ptd. Pida by méla byt odebrana a manipulovana ve shodé
s 1ISO 10381-6 (1993). Analyza by méla byt provedena co nejdfive po odbéru pldy. Pfed méfenim by méla
puda byt skladovana ve 4 °C maximalné 3 mésice.

Metoda je vhodna i jako test toxicity pfiéemz mizeme testovat jak Cisté chemické latky tak kontaminované
pevné vzorky (kaly, pldy apod.). V prvém pfipadé se testovana latka pfidava do pracovniho roztoku pro
inkubaci. V druhém pfipadé je nutno zajistit zdravou a nekontaminovanou pidu s PAO cca 0,2-0,8 ug NOz
-N.gsus'.h1, ktera slouzi jako referencni.

2. Zdrojové normy a relevantni SOP

Zbiral J., Honsa |., Maly, S., Cizmar, D. (2004): Analyza pud Ill, Jednotné pracovni postupy, UKZUZ —
Usttedni kontrolni a zkugebni ustav zemé&délsky, Brno. ISBN 80-86548-60-0. str. 152-154.

Alef, K. (1995): Nitrogen mineralization in soils. Assay of nitrification (short-term estimation). In Alef, K. and
Nannipieri, P. (eds): Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry, Academic Press London. p.
241-242.

ISO 15685 (2004): Soil quality — Determination of potential nitrification — Rapid test by ammonium oxidation.
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)
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3. Material, pomucky, chemikalie a pristroje

150 ml sklenéné infuzni lahve; 15 ml plastové zkumavky s vicky

vahy s pfesnosti 0,1 g a analytické vahy s pfesnosti 1 mg

automatické pipety 5, 10 ml a 30-300 pl, Spi¢ky, multikanalova mikropipeta 30-300 pl
tfepacka, centrifuga, spektrofotometr na mikrodestic¢ky

odmérny valec 100 ml, odmérné bariky 1000 ml, 200 ml a 100 ml, Izi¢ka, mikrodestic¢ky
deionizovana voda (dH20)

4 M KCI (298,24 g / 1000 ml)

2 M KCI (149,12 g/ 1000 ml)

0,2 M dihydrogenfosfore€nan draselny — KH2PO4 (2,72 g / 100 ml)

0,2 M hydrogenfosforeénan draselny — K2HPO4 (3,48 g / 100 ml)

1M chlore€nan sodny — NaClO4 (10,6 g / 100 ml)

siran amonny - (NH4)2SO4 (fadové gramy)

0,19 M chlorid amonny — NH4CI (10 g / 1000 ml)

6 % roztok hydroxidu amonného — NH40OH pro Upravu pH; ziskame nafedénim z koupeného roztoku
25% roztoku, napf. 12 ml a 38 ml dH20 (Lachner, kat. ¢. 30023)

sulfanilamid (CAS: 63-74-1) (od firmy ROTH Prod. No. 4716.1)

Griess-llosvayovo €inidlo: N-(1-naftyl)ethylen-diamin dihydrochlorid (CAS: 1465-25-4) (od firmy
Fluka Prod. No. 70721)

kyselina fosfore€na (HsPO4) koncentrovana

zasobni roztok 1000 ug NO2-N / ml: 2,4629 g dusitanu sodného — NaNO2/ 500 ml 2M KCI
vSechny roztoky vySe vydrzi cca mésic, pokud jsou uchovavany ve 4 °C
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Pracovni postup - PAO

Priprava a inkubace pldni suspenze

V pfipadé pouziti vysusené pudy ¢&i pady skladované v lednici: do vétsi nadoby si navazime
mnozstvi pudy, které budeme pouzivat do testu a 5 g navic. Pudu ovlhéime na 60%, promichame
a zavieme vickem s otvorem. PUdu nechame pf¥i 22 °C aktivovat 4 — 7 dni.

Stanoveni NO2" iontu

1. Do infuznich lahvi 150 ml navazime 3 x mnozstvi odpovidajici 10 g suché puady.

2. Ke vzorkum pld pfidame 20 ml roztoku B (obsahuje pufry, substrat k oxidaci (NH4)2SO4
a chlore€nan amonny k zastaveni oxidace NO2 na NOg3"), uzavieme vickem se
sklenénou trubi¢kou (= aerobni prostiedi, pfistup vzduchu, po celou doby inkubace),
promichame a dame tfepat na horizontalni trepacku pfi amplitudé 180.

3. V Casovych intervalech 0 (pfed zacatkem tfepani), 3 a 6 hodinu od zalozZeni testu
odebirdme z kazdého vzorku 2 ml suspenze pomoci automatické pipety se Spi¢kou
s odfiznutym koncem a vatou pfed pipetou (poté co suspenzi rychle promichame, aby
odbér byl velmi reprezentativni).

4. 3 ml suspenze pipetujeme do 15 ml zkumavek a pfidame 3 ml roztoku 4M KCI (extrakce
NO; iontd). Promichame a hned centrifugujeme 5 min pfi 4000 rpm (nastavime 24 °C).

5.  Supernantant pfefiltrujeme do nové 15 ml zkumavky a stanovujeme na pfistroji FIAlab.
Dusitanové ionty stanovujeme do pul hodiny od odbéru.

Vypocet

Kalibraéni pfimku sestrojime z hodnot absorbance kalibraénich roztokd. Z kalibraéni rovnice
vypocitame mnozstvi dusiku ve formé dusitanovych iontd v ug NO2-N / ml. Mnozstvi dusitanového
dusiku v ptudé v jednotkach pg NO2>-N / gsus se vypocita podle rovnice:

NO2-N (ug / gsus) = (Mg NO2-N / ml x 2 x V) / 10

Mg NO2-N / ml - koncentrace v suspenzi vypocitana dle kalibrace

\% - celkovy objem (40 ml + objem vody jiz pfitomné v pidé) — toto
mnozstvi plati pro prvni odbér, dalSi ma jiz objem pouze 38, dalSi 36
atd.

Ziskame tak narUstajici obsah NO2-N (ug / gsus) pro 6 hodin po tfech opakovanich. Potencialni
nitrifikace je vyjadfena jako produkce NO2-N za jednu hodinu vztaZzena na mnozZstvi suSiny pudy.
Tento vysledek ziskame tak, Ze provedeme linearni regresi zavislosti kumulativniho obsahu NO2>
-N (Mg / gsus) na Case (napf. v programu STATISTICA, modul Multiple regression - parametr B je
"slope" regresni pfimky a soucasné i PAO v jednotkach pg NO2-N.gsus™.h™'. Pokud je "intercept"
statisticky nevyznamny, provedeme regresi s nastavenim "intercept" roven nule. "Standard error
of B" je S.D. pro PAO.
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Princip metody
= PAO = ammonification, first step of nitrification
= 3 h oxidation of ammonium sulfate
= sodium chlorate added — stops nitrite oxidation to nitrate

= nitrite measured by colorimetric test
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Princip méfeni:

Azo coupling of sulfanilamide acid and N-(1-Naphthyl)ethylenediamine.png
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Zdroj: Wikipedie (https://en.wikipedia.org/wiki/N-(1-Naphthyl)ethylenediamine)
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