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STANOVENI GLOMALINU V PUDACH BRADFORDOVOU

METODOU

Ucel a rozsah

Metoda je urcena pro stanoveni glomalinu v zeméd¢€lskych a lesnich ptidich. Uvedeny postup
slouzi jako referen¢ni metoda pro kalibrace NIRS.

Poznamky

1.

2

Jelikoz v piidach CR dochdzi k postupnému sniZovani obsahu a degradaci organické hmoty,
Jje zapotiebi sledovat parametry kvality pudy, které oviliviuji jeji odolnosti proti vétrné nebo
vodni erozi. Obsah glomalinu predstavuje jeden z pristupit k této problematice.

Glomalin je glykoprotein, sacharidovo — proteinova slozka, ktera podminuje vystavbu pudy

Veer

a v okolni pude. Je jednim z ukazateli kvality organické hmoty pudy. Spojuje jednotlivé pudni
castice dohromady a zlepsuje schopnost pudy zadrzet v krajiné vodu a Ziviny.

Princip

Pida se extrahuje roztokem citronanu sodného, extrakce se provadi v autoklavu pii pH 8,
v ptipadé¢ vysSiho obsahu se extrakce opakuje i vicenasobné.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
2

N
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Citronan sodny (C¢HsNazO7 . 2H>0).
Citronan sodny (CsHsNazO7 . 2H20), ¢ (C¢HsNa3O7 . 2H20) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: V asi 400 ml vody (3) se rozpusti 14,705 g citronanu sodného (1) a doplni na
objem 1000 ml.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Kit pro stanoveni proteint, Bio-Rad Protein Assay, 600-0005, Bio-RAD, USA.

Pristroje a pomiicky
Analytické véahy.
Autoklav.

Centrifuga Jouan C3.
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4 Mikrodestickovy fotometr (naptf. Versamax, Molecular Devices, USA).

5 Ttepacka mikrodesticek.

6 Filtra¢ni papir Whatman #1.
7 Mikrodesticky, 96-jamkové.

5 Postup

Do autoklavovatelné centrifugacni zkumavky se navazi 1 g pidy a pfida se 8 ml roztoku
citronanu sodného (2). Autoklavuje se 60 min pii 120 °C. Poté se vzorky odstfedi 15 min
pii 3800 ot./min a supernatant obsahujici glomalin se odd¢li (uchovava se pti 4°C). Prida se
80 ml roztoku citronanu sodného (2) a cely proces se opakuje, dokud nema supernatant stalou
slamovou barvu (max. 8 %, v ptipad¢ lesnich ptid az 11 x). Vysledny objem se stanovi pomoci
odmérného valce, hodnota se vyuziva pii pfepoctu obsahu glomalinu z pg/ml (namétfena
hodnota) na mg/g (hodnota glomalinu v padé).

6  Méreni

Stanoveni koncentrace proteinti v roztoku je zalozeno na Bradfordové metodé za pouziti
komer¢niho kitu Bio-Rad Protein Assay od firmy Bio-RAD. K ptipravé kalibracni kiivky
v rozsahu (0 — 300) pug/ml se pouziva bovinni sérum albumin (BSA). Analyza se provadi
podle instrukci vyrobce. Ke 4 ml zasobniho roztoku reakéniho cinidla, Dye Reagent
Concentrate, se pfida 16 ml vody (3). Roztok se promicha a zfiltruje pies filtr Whatman #1.
Tento pracovni roztok Cinidla se pfipravuje vzdy Cerstvy. Do jamky mikrodesticky se pipetuje
10 pl standardu nebo vzorku, vzdy ve tiech opakovanich a ptida se 200 pl pracovniho roztoku
reakéniho ¢inidla. Po napipetovani se roztoky promichaji 30 s na tfepacce mikrodesticek
pfi frekvenci 600 kyvi/min. MEfi se pii 595 nm ihned po promichéni a poté kazdych 5 min
az do 45. min. Koncentrace proteint se stanovi vypoc¢tem z kalibracni kiivky ziskané linedrni
regresi s kvadratickym c¢lenem. Po skonceni méfeni jsou hodnoty koncentraci vyneseny
do grafu s cilem zjistit stabilitu zbarveni. Pro hodnoceni se vezmou data z 15. min, pokud
doslo k ndhlému vzestupu absorbance diky vzniku srazeniny, pouZiji se data z pfedchoziho

mefeni. U vzorkt lesnich pid je potfeba vyluhy pfed stanovenim natedit roztokem citronanu
sodného (2) (3 x).
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W > 0

Vypoity

C = (A x B)/1000
hodnota glomalinu v ptid¢ (mg/g),
naméfend hodnota glomalinu (pg/ml),

vysledny objem supernatantu (ml).
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