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STANOVENI BAZALNI A SUBSTRATEM INDUKOVANE RESPIRACE
METODOU GC

1 Ucel a rozsah

Postup se pouziva pro stanoveni bazalni respirace (BR) a substratem indukované respirace
(SIR) mikroorganismi ve vzorcich mineralnich i organickych pud. Postup neni vhodny
pro karbonatové pudy.

2  Princip

Pidni vzorek se aerobné inkubuje v uzaviené lahvi s ptfidavkem (SIR) nebo bez piridavku
(BR) substratu. Respiraci organismi se v lahvi uvoliiuje CO2, ktery se v Case stanovuje
metodou plynové chromatografie.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Glukosa bezvoda, CsH1206.

2 Siran amonny, (NH4)2SOas.

3  Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2POa.

4 Substrat.

Pfiprava: Substrat se piipravi dikladnym smichanim a rozemnutim 8,42 g glukosy (1),
1,37 g siranu amonného (2) a 0,21 g dihydrogen fosfore¢nanu draselného (3).

4 Helium, He, vysoce Cisty plyn v tlakové lahvi (Cistota 6.0, tj. 99,9999 % He).
5 Kalibra¢ni smés s CO2 0 koncentraci piiblizné 0,1 obj. % v Nz v tlakové lahvi.
6  Kalibra¢ni smés s CO2 0 koncentraci ptiblizné 3 obj. % v N2 v tlakové lahvi.
7 Voda (deionizovana, demineralizovand nebo destilovand).

4 Piistroje a pomucky

1 Termostat s teplotou udrzovanou na 22 °C.

2 Erlenmeyerovy bariky, 100 ml.

3 Inkubacni lahve se Sroubovym uzavérem (GL 45) s otvorem, 100 ml.

4 Cemné pryzové zatky k inkuba¢nim lahvim.
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5  Chromatografické plynotésné stiikacky s teflonovym tésnénim a vyménitelnou jehlou
pro manualni nastiik vzorku, 1 ml, jehly maji bo¢ni vyvod (tzv. ,,side hole* ukonceni).

6  Plynovy chromatograf s tepeln¢ vodivostnim detektorem (TCD), manualnim nastiikem
vzorku a kapilarni kolonou HP-PLOT Q.

5 Postup
Obsah vody ve vzorku

Ptdy maji mit vlhkost, ktera odpovida (40 — 60) % maximalni vodni kapacity (WHC). Vzorky
se dovlh¢uji na 60 % WHC v pripade stanoveni BR a na 40 % WHC v ptfipad¢ stanoveni SIR.
Rozdily v obsahu vody pro BR a SIR jsou zplsobeny skute¢nosti, ze promichéni substratu
s pidou ovlh¢enou na 60 % WHC vede ke slepeni ptidnich ¢astic, coz znemoziuje uc¢innou
vyménu plyni mezi vzorkem a okolim. Je-li obsah vody ve vzorku velmi nizky, mizZe byt
ovlh¢eni na 60 % WHC problematické. V tomto piipad¢ se pti stanoveni BR zvoli dovlhéeni
na nizs§i hodnotu. Vzdy se ale pidy v rdmci jednoho experimentu odvlhc¢uji na obsah vody
odpovidajici stejné hodnot¢ WHC a tato hodnota se uvede do vysledkového protokolu.

Preinkubace

Pudy se preinkubuji vtermostatu 4 dny pifi 22 °C. Na preinkubaci se do 100ml
Erlenmeyerovy baiiky navazi takové mnozstvi Cerstvé pudy, které odpovidd obsahu suSiny
uvedenému V tabulce 1. Pokud je obsah vody ve vzorku nizsi nez 60 % WHC (v ptipadé¢ BR)
resp. 40 % WHC (v piipad¢ SIR), vzorek se na danou hodnotu dovlhéi a baiky se uzaviou
parafilmem. Navazuje se ve 3 opakovanich.

Méreni

Parametry stanoveni BR a SIR v ptdach fermenta¢niho, humusového a mineralniho horizontu
shrnuje tabulka 1. Po skonceni preinkubace se puda navazi do inkubacnich lahvi. V ptipadé
SIR se pied samotnym vzorkem do inkubacnich lahvi navaZzi substrat a teprve poté vzorek
a puda se se substratem dlikladné promichd. Inkubacni lahve se uzaviou ¢ernymi gumovymi
zatkami a Sroubovymi uzévéry s otvorem. Thned poté se lahve se vzorky umisti do termostatu
s nastavenou teplotou 22 °C a zahdji se inkubace. Po 2,5 h a 5 h inkubace (v ptipadé SIR)
resp. po 4 h a 24 h inkubace (v piipadé BR) se plynotésnou stiikackou s jehlou odebere 500 ul
vzorku vnitini atmosféry lahvi. Vzorky se okamzit¢ analyzuji na obsah COz pomoci
plynového chromatografu s tepelné vodivostnim detektorem (TCD). Plynovy chromatograf je
predem zkalibrovan pomoci kalibracnich smési s CO2 0 koncentraci piiblizné 0,1 obj. % v N2
a3 obj. % v Na. Pfianalyze se jako nosny plyn pouziva helium. Po ukonéeni inkubace
se lahve oteviou a doplnénim vodou se vazkové stanovi objem plynné faze.
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Tabulka 1. Zakladni parametry pro stanoveni bazalni respirace (BR) a substratem
indukované respirace (SIR) metodou plynové chromatografie. Uvedené hodnoty
navazZek jsou rovny obsahu suSiny v navaZeném Cerstvém vzorku.

Parametr BR SIR
Preinkubace (Qgsusina), FH 4,0 4,0
Preinkubace (gsusina), HH 6,75 6,75
Preinkubace (gsusina), MH 13,5 13,5
Inkubace (Qsusina), FH 3,5 3,5
Inkubace (Jsusina), HH 6,25 6,25
Inkubace (gsusina), MH 12,5 12,5
Obsah vody (% WHC) 60,0 40,0
Substrat (g), FH - viz pozn. 1
Substrat (g), HH — viz pozn. 1
Substrat (g), MH - 0,125
Cas odbéru plynnych vzorkii od po¢atku inkubace (h) 4az24 2,5a5

FH — fermentacni horizont,
HH — humusovy horizont,

MH — mineralni horizont

Poznamky

1 V pripadé stanoveni SIR v organickych horizontech lesnich pud je treba mmnoZstvi
pridaného substratu zjistit experimentalné. Pridavek substrdtu pri méreni SIR se podle
ISO 16702 ridi obsahem piidni organické hmoty (SOM). Pokud je obsah SOM nizsi
nez 5 %, pridava se 1 g substratu na 100 g suSiny, coz odpovida navazkam 0,035 g
substratu pro fermentacni horizont a 0,063 g substratu pro humusovy horizont.
V ostatnich pripadech potom 0,2 g substratu na 1 g SOM. V praxi se SIR stanovuje pri
peéti koncentracich od fixni navazky vztazZené na susinu po navazku vychdzejici z obsahu
SOM. Prohodnoceni se bere maximalni dosazena hodnota SIR. Mnozstvi SOM
se stanovi vypoctem z Cox (oxidovatelny uhlik), pro prepocet se pouziva koeficient 1,72.
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2 Postup je treba dusledné dodrzovat a dbat na odebirani plynnych vzorku z inkubacnich
lahvi v presnych casech. Casy odbéru se zapisuji a pri mirné odchylce je nutné
prepocitat vysledky.

3 Po odberu plynnych vzorkii vnitini atmosféry inkubacnich lahvi se plynotésné strikacky
zapichnou do vhodné pryzové zatky, aby se mezi analyzami zabranilo uniku vzorku
ze strikacky.

6 Vypocet

Rychlost bazalni (BR) nebo substratem indukované respirace (SIR) se vypocita podle vztahti

Cr_‘nzch_ca
G=C, X V, X 10

Ve

(G+ L) x 12
Wy X 22,4 X t

BER nebo SIR =

Ca zméfena koncentrace CO2 po 2,5 h (v pfipadé SIR) nebo po 4 h (v pfipadé BR)
inkubace (obj. %),

Cb zméfena koncentrace CO2 po 5 h (v ptipadé SIR) nebo po 24 h (v ptipad¢ BR) inkubace
(obj. %),

Ca rozdil v koncentraci CO2 mezi jednotlivymi métenimi (obj. %),

Vy objem plynné faze (vnitini atmosféry) inkubacéni lahve (ml),

G  produkce CO2 do plynné faze mezi jednotlivymi méfenimi (ul CO>),

Wg navazka ekvivalentu suché pudy (g),

V| objem kapalné faze = objem vody v piad¢ (ml),

o Bunsentiv absorpcni koeficient pro CO2 a danou teplotu (= 0,889 pro 22 °C),

L  produkce CO: do kapalné faze mezi jednotlivymi méfenimi (ul COy),

t doba mezi jednotlivymi métenimi, t.j. 2,5 h v pfipadé€ SIR a 20 h v pfipad¢ BR,

BR nebo SIR
bazalni respirace nebo substratem indukovana respirace vyjadiend jako produkce C-CO2
do plynné i kapalné faze na 1 g suché pidy za 1 h (ug C-CO2 g h).
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