[Sem zadejte text.]

Nazev laboratore: Laboratofe Padni environmentalni chemie a toxikologie —
SoilECT
Nazev instituce: Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostiedi

Prirodovédecka fakulta
Masarykova univerzita
Adresa: Kamenice 126/3, Brno, 625 00
Vedouci: Prof. RNDr. Jakub Hofman, PhD.

STANDARDNI OPERACNI PROCEDURA
SOILETOX-SOP-15

STANOVENi AMONIFIKACE ARGININU
(POTENCIALNI AMONIFIKACE, PAMO)

(verze 2.0)

ZPRACOVATEL METODY
Dne 10.9.2012 v Brné
RNDr. Jitka Cernohlavkova, Ph.D., Doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.

Verze upravena pro cviceni:
Ucinky stresoru v ekosystémech_ terestricka Cast
Klara Smidova 19.5.2022

1/3




[Sem zadejte text.]

POUZITELNOST METODY

Pro v8echny typy a druhy pad. Pida by méla byt odebrana a manipulovana ve shodé s ISO
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.

PRINCIP A STRUCNY POPIS METODY

Aminokyseliny uvolnéné z proteind extracelularnimi enzymy béhem proteolyzy jsou uvnitf
mikrobialnich bunék dale metabolizovany (deaminace) a vznikaji amonné ionty. Amonifikace
aminokyseliny argininu je bézny mikrobialni proces. Inkubace pldy s pfidavkem L-argininu a
nasledné stanoveni produkce amonnych iontl v pldnim extraktu se vyuziva pro stanoveni
potencialni amonifikaéni aktivity.

ZDROJOVE NORMY A CITACE

Alef and Kleiner (1987):Arginoine ammonification: In Alef, K. and Nannipieri P.: Metods in
Applied Soil Microbiology and Biochemistry, Academic Press London, pp. 238-240

PRISTROJE A POMUCKY

trepacka, centrifuga, vortex, vahy, Izicka, 15 ml polystyrénové zkumavky s vicky, pipeta 5 ml,
mikropipeta 0 - 1000 pl se 3piCkou, 96 jamkové mikrodestiCky, spektrofotometr na
mikrodesti¢ky, permanentni popisovac

POUZITE CHEMIKALIE

L-arginin (50 mg/ 50 ml) - pfipravit

chlorid draselny 1 M (74,55 g KCI/l) - extrak&ni roztok

navazka: 500 ml 37,27 g KCI - pripravit
1000 ml 74,55 g KCI

destilovana voda

Poznamky pro mé
Lufa:
WHC: 0,44 ml/g
Dry mass: 93,47%
Dovlh¢it na 60% WHC — 0,2646 ml/g soil
ekv. 2gdw — 2,14 gww, ekv. 10 gdw — 10,70 g ww
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PRACOVNIi POSTUP — PAMO

Predinkubace:

Stanoveni:
1.

tyden pred stanovenim navazime potfebné mnozstvi pudy do vhodné nadoby,
ovlhéime na 60% WHC a inkubujeme v termostatu pfi 20 + 2°C, v temnu.

predinkubovanou pudy rozvazime po 2g susiny do polyetylenovych zkumavek,
méreni provadime ve dvou sadach — kontrola(K) a arginin (arg), pro kazdou
pfipravime 2 opakovani (— celkem tedy navazime 4 x po 2 g od kazdé pudy

do sady arginin napipetujeme 1 ml roztoku argininu, protfepeme na vortexu, a
dame inkubovat do termostatu na 30°C (37°C) po dobu 3 hod.

do kontrolni sady pfidame 1 ml destilované vody, protfepeme na vortexu, a
dame do mrazaku na 3 hod (! cca 0,5 hod pfed koncem vytahneme a nechame
rozmrznout !)

po tfech hodinach inkubace do obou sad (K i arg) pfidame 10 ml 1M roztoku KClI,
dikladné protfepeme (popf. vortexem) a dame na tfepacku na 45 min, 150-200
rpm

zkumavky dame centrifugovat na 5 min pfi 2500 rpm (pozor na vyvazeni
centrifugy — zkontrolujeme na vahach!)

v supernatantu stanovime mnozstvi amonnych iontl podle SOP-11a

Vyhodnoceni:

Potencialni amonifikace PAMO:

NH4*-N (ug/g susiny/hod) = [arginin (NH4"-N ua/gsus) — kontrola (NH4™-N (ua/gsus)]
3 (hod)

Odecet provadime metodou randomizace (rozdil kazdy od kazdého), ze
ziskanych hodnot vypocitame primér a SD.
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