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Stanoveni nizkych koncentraci dusiku v hnojivech

Vaclav Rypl, Libuse Tiumova

Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, Oddéleni NRL Plzen,
Slovanska alej 20, 326 00 Plzen

vacla.rypl@ukzuz.cz

1 Souhrn

Byl vypracovan postup stanoveni nizkych koncentraci dusiku v hnojivech.

2 Uvod

Do kategorie hnojiva jsou fazeny riizné druhy materialti. Nékteré slouzi jako zdroj zivin, jiné
jako pomocné latky pro rust rostlin. Patfi sem i napt. zalivkové vody. Zatimco u material
slouZicich jako zdroj Zivin jsou obsahy dusiku vysoké v fadu jednotek az desitek procent,
u materidlti jako jsou pomocné latky nebo zalivkové vody se obsah dusiku pohybuje fadove
mezi 10* az 10" %. Kvili potiebé stanovovat tyto nizké koncentrace bylo nutné dosdhnout

sniZzeni meze stanovitelnosti.

3 Material a metody

3.1  Stanoveni dusiku podle JodIbauera

Byla zvolena JodIbauerova modifikace Kjeldahlova stanoveni dusiku (JPP UKZUZ, postup ¢.
20135.1). Nizké meze stanovitelnosti bylo dosaZzeno navazenim vzorku do mineraliza¢ni tuby,
jeho mineralizaci a naslednym vlozenim mineralizacni tuby ptimo do destilaéné titracni

jednotky. Mez stanovitelnosti Ize ovlivnit velikosti navazky v zavislosti na druhu materialu.



3.2  Pouzité materialy

Tabulka 1. Vzorky pouZité k analyze — LIMS — hnojiva 2016.

C. vz.ltyp Oznaceni vzorku Vyrobce Deklarovany
obsah N (%)

586/kap Alg-a-Mic BOIBI1ZZ WORLDWIDE BV., min. 0,09
Nizozemi

590/kap Top - Max BOIBI1ZZ WORLDWIDE BV., min. 0,09
Nizozemi

610/kap AMAGRO Alga AMAGRO s.r.0., CR min. 0,1

611/kap Ligno AKTIVATOR | AMAGRO s.r.0., CR

roztok
612/pev | Ligno AKTIVATOR | AMAGROs.r.0., CR
praSek

625/kap Bio - Algeen S - 90 Schulze a Hermsen GmbH,
Némecko

626/kap Algasol PS

652/kap RootMost Leili Agrochemistry Co., Cina min. 0,04

658/kap Fugat Lyckeby

767/kap Plagron Seedbooster | Plagron BV., Nizozemi min. 0,0126

777/kap Compo Orchid power | Compo GmbH, Némecko min. 0,0225

778/kap Technologicka voda | Vinaistvi Sabata s.r.0., CR

779/kap Zalivkova voda max. 0,2

kn/pev IRM 3127 Sediment | UKZUZ

3.3 Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

3.3.1
3.3.2
3.3.3

Fenol.

H2S04, koncentrovana, w = 96 %, p = 1,84 kg.dm™,

Deionizovana voda — reverzni osmodza s iontoménic¢ovou kolonou (< 0,2 mS.m).




3.34

3.35
3.3.6
3.3.7
3.3.8
3.3.9

3.3.10
3.3.11

3.3.12

3.3.13

3.3.14

3.3.15

3.3.16

Kyselina fenolsirova.

Ptiprava: 40 g fenolu (3.3.3) rozehiatého na vodni lazni se smicha s 1000 ml
koncentrované H,SO4 (3.3.1).

Zinek, praskovy.

Siran sodny bezvody, Na,SOa.

Siran méd’naty, pentahydrat, CuSO4.5H20.
Selen, praskovy.

Katalyzator.

Ptiprava: Z 1000 g Na>SO4 (3.3.6) se odebere (100 — 200) g a jemn¢ se rozetie s 5 g
selenu (3.3.8) a 50 g CuSO4.5H20 (3.3.7). Rozetfena smés se dokonale promicha
se zbytkem Na SOa.

Hydroxid sodny, NaOH.
Kyselina sirova, H2S04, 0,1 mol.I2.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baniky s asi 500 ml vody (3.3.2) se ptida 5,6 ml kyseliny
sirové (3.3.1). Po vytemperovani se banika doplni po znacku vodou (3.3.2) a obsah
se promicha.

NaOH, roztok, 34% (m/V).

Ptiprava: 340 g hydroxidu sodného (3.3.10) se za stalého michani a chlazeni rozpusti
v 1000 ml vody (3.3.2).

Kyselina borit4, H3BOs3, roztok 4% (m/V).

Piprava: V 1000ml bance se 40 g kyseliny borité za horka rozpusti v asi 700 ml vody
(3.3.2). Po vytemperovani se banika doplni vodou (3.3.2) po znacku.

Bromkresolova zelen, roztok 0,1% (m/V).

Pfiprava: V 1000ml barce se rozpusti 1 g bromkresolové zelené v etanolu.
Metylova Cerven, roztok 0,1% (m/V).

Piprava: V 1000ml barce se rozpusti 1 g metyl¢ervené v etanolu.

Jimaci roztok kyseliny borité.

Ptiprava: Ve vhodné nadob¢ se promichaji roztoky 1000 ml 4% kyseliny borité
(3.3.13), 10 ml 0,1% bromkresolové zelen¢ (3.3.14) a 7 ml 0,1% metylCervené
(3.3.15). Plati pouze pti pouziti UDK159. Pii pouziti jiné instrumentace se postupuje
podle doporuceni vyrobce piistroje.



3.3.17 TRIS, Tris(hydroxymetyl)-aminometan, CsH11NOs, Mr = 121,14 g.mol™.

3.3.18 Smésny indikator 0,2% metylcerven + 0,1% methylenovd modi (Tashiro),
pro stanoveni faktoru kyseliny.

Ptiprava: Navazi se 0,2 g metylervené¢ a 0,1 g methylenové modie, za mirné¢ho
zahtivani se rozpusti ve 100 ml 96% etanolu a diikladné se promicha.

3.3.19 (NH4)2S0s4, 0,1% roztok.

Ptiprava: Navazi se 1 g siranu amonného, pievede se do 1000ml odmérné banky
a doplni vodou (3.3.2) po znacku.

3.3.20 (NH4)2S0s4, 1% roztok.

Ptiprava: Navazi se 10 g siranu amonného, ptevede se do 1000ml odmérné banky
a doplni vodou (3.3.2) po znacku.

3.4  Pristroje a pomucky

3.4.1  Mineraliza¢ni blok (Tecator 1015 Digester).

3.4.2  Automaticka destila¢né titracni jednotka (UDK 159).
3.4.3  Analyticke vahy (Sartorius A200S).

3.4.4  Analyticke vahy (Sartorius E200D).

3.5 Mineralizace

Do mineraliza¢ni tuby se navazi (2 — 20) g vzorku. Navazka se voli podle typu vzorku. Pfida se
15 ml kyseliny fenolsirové (3.3.4), promicha se a necha se stat asi 30 min, nez je veSkery
dusi¢nanovy dusik pfeveden na p-nitrofenol. Poté se piida asi 1 g praskového zinku (3.3.5),
promicha se a necha se stat asi 40 min, nez prob¢hne redukce na p-aminofenol. Nasledné

se prida asi 5 g katalyzatoru (3.3.9) a promicha se.

Mineraliza¢ni tuba se umisti do mineralizacniho bloku (3.4.1) a déle se postupuje podle pokyni
na obsluhu mineraliza¢niho bloku. Po dokon¢eni mineralizace se obsah tub necha (5 — 10) min

chladit a poté se opatrn¢ ziedi nejvyse 50 ml vody (3.3.2).

Zaroven s mineralizatem vzorku se ptipravi slepy pokus stejnym postupem, avSak bez navazky

vzorku.



3.6 Méreni

3.6.1 Stanoveni faktoru, titru a normality odmérného roztoku

Jako odmérny roztok se pouzije 0,1 mol.I"* H,SO4 (3.3.11).

Do titra¢ni banky se diferen¢né navazi (0,2 — 0,3) g TRIS (3.3.17) s piesnosti na 0,0001 g,
pfida se 15ml vody (3.3.2) a né€kolik kapek smésného indikatoru tashiro (3.3.18). Titruje se

odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.3.11) do barevného piechodu z Sedozelenée

do dervenofialové.

3.6.1.1 Faktor odmérného roztoku se vypocte podle vztahu

Juesos = 502223 % Vit,50,
Kde
fhosos  faktor odmérného roztoku kyseliny sirové (3.3.11),
m hmotnost navazky TRIS (3.3.17) [q],
0,02423 mnozstvi TRIS odpovidajici 1 ml odmérného roztoku kyseliny sirové (3.3.11) [g/ml],

VHz2sos  spotteba odmérného roztoku kyseliny sirové (3.3.11) [ml].

3.6.1.2 Titr odmérného roztoku
c = 0,1 X fH2504

Kde

c je titr odmé&rného roztoku [mol.I?].

3.6.1.3 Normalita odmérného roztoku

Plati, Ze 0,1 mol.I"* H»SO. = 0,2 N H2SOa.
n=2Xc
Kde

n je normalita odmérného roztoku [N].



3.6.2 Méreni na automatické destila¢né titra¢ni jednotce

Do software pfistroje se vloZi (n) hodnota normality odmérného roztoku. V metodé se nastavi
parametry davkovani jednotlivych chemikalii: 80 ml 34% NaOH (3.3.12), 20 ml H20 (3.3.2),
30 ml jimaciho roztoku kyseliny borité (3.3.16).

Do pfistroje se vlozi mineraliza¢ni tuba se vzorkem, zada se hodnota navazky vzorku a spusti se
destilace. Po dokonceni analytického cyklu piistroj zobrazi vysledky v mg dusiku obsaZzeného

V mineraliza¢ni tubé.

Vypocet

EVET)
Kde
w je obsah dusiku ve vzorku [%],
my namétené mnozstvi dusiku v mineralizacni tubé [mg],

m2 navézka vzorku [q].

4 Vysledky a diskuze

4.1 Piehled vysledku realnych vzorki

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky realnych vzorkd hnojiv.



Tabulka 2. Vysledky méieni realnych vzorki.

N RSD

% %
irm3127 0,0596 3,3
586 0,1809 04
590 0,1947 0,9
610 0,1609 4,3
611 0,1449 1,6
612 0,6485 2,4
625 0,0205 0,5
626 0,0230 2,7
652 0,0615 2,0
658 0,0376 14
767 0,0134 2,5
777 0,0311 15
778 0,0033 6,6
779 0,0009 9,0




4.1  Navazky a rozklad vzorki
Pouzitelna navazka zavisi predevSim na charakteru vzorku.

Tabulka 3. Typy vzorki, navaZzky a pouZitelnost metody. Uvedeny jsou nejvyssi mozné
koncentrace celkového dusiku v zavislosti na navéazce vzorku a tomu odpovidajici
mnozstvi praskového zinku (3.3.5).

Navazka | N (max.) | Navazka | Typ vzorku
vzorku Zn
(9) (%) (9)
20 <0,3 1 Zalivkové vody
10 <0,6 1 Primyslové hnojivo s minimalnim obsahem organickych
latek
2az5 <10 0,7 Pomocné pipravky - typicky s obsahem huminovych latek
- jsou husté a hnédé
2 <10 0,3 Pevné vzorky a vzorky, které s kys. fenolsirovou a zinkem
vytvofily pfili§ hustou nebo zpénénou smes

V nékterych piipadech, jako jsou materialy s obsahem huminovych latek, viskdzni kapaliny
nebo pevné vzorky, dochazi po piidavku fenolsirové kyseliny (3.3.4) a nasledné zinku (3.3.5)
ke ztuhnuti smési piip. k vyraznému pénéni. Pak je vhodné bud’ snizit navazku, nebo
pred zapocetim spalovani piidat 15 ml koncentrované kyseliny sirové (3.3.1). Po skonceni
spalovani se pak ke smési musi pfidat 20 g NaOH (3.3.10), aby destilace prob¢hla v zasaditém

prostiedi.

Mineraliza¢ni tuby se vkladaly do mineraliza¢ni bloku (3.4.1) vyhtatého na 250 °C a vznikla
pena se opatrné michdnim odstranila ze stén tuby. Po odpénéni se zvysila teplota na 400 °C,
pii které se vzorky za ob¢asného michani spalovaly asi 1 h. Po vycetfeni do zelenomodré barvy
se pokracovalo jesté¢ 30 min. Asi 5 min po ukonceni spalovani se opatrné splachly stény tuby

(20 — 50) ml deionizované vody (3.3.2), stale jesté za tepla.



4.2 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti byla urcena analyzou nizkych koncentraci dusiku. Do deseti

mineraliza¢nich tub bylo napipetovano po 0,5 ml 0,1% roztoku siranu amonného (3.3.19), coz

odpovida pfiblizn¢ 0,106 mg dusiku a nasledné¢ byla provedena destilace s titraci.

Na vyhodnoceni byl pouzit software EffiValidation 3.0 a postup Meze: 3s — IUPAC.

Tabulka 4. Mez stanovitelnosti.

Validovana vlastnost na mezi detekce

(mg N)

Validovana vlastnost na mezi stanovitelnosti

(mg N)

0,0464

0,1548

Vypocitana mez stanovitelnosti dobfe odpovida hodnoté 0,2 mg N, kterou uvadi vyrobce

automatické destilacné titracni jednotky UDK 159.

Tabulka 5. Zavislost meze stanovitelnosti na pouzité navazce vzorku.

MS
(%)
Navazka
(9)
1 0,0155
2 0,0077
5 0,0031
10 0,0015
20 0,0008

Jako kompromisni mez stanovitelnosti byla vybrana hodnota 0,0050 %.




4.3

Vytéznost

Vytéznost byla ovéfovana pomoci 1% roztoku siranu amonného (3.3.20)

dusiku v siranu amonném je 21,20 %.

Tabulka 6. Naméiené hodnoty 1% (NHa4)2SOa.

. Teoreticky obsah

Pramér Pramér Pramér sd
std 1% N N vytéznost vytéznost
(ml) (mg) (%) (%) (%)
std 0,1ml 0,22 21,81 102,9 17,6
std 0,2ml 0,40 20,01 94 4 3,7
std 0,3ml 0,61 20,38 96,1 43
std 0,4ml 0,83 20,77 98,0 2,3
std 0,5ml 1,05 21,06 99,4 2,2
std 1,0ml 2,11 21,06 99,4 0,4
Graf 1. Vytéznost.
140,0
120,0
100,0 — £
© A ::::: :::::
2 80,0 — .. —
g e
g 600 — —
40,0 — I
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VySSi rozptyl vysledki v nizkych hladinach lze pripocist blizkosti meze stanovitelnosti, ktera

odpovida ptiblizné 0,155 mg N v mineraliza¢ni tubé.

4.4  Spravnost

Spravnost byla vyhodnocena pomoci referenéniho materialu UKZUZ 3127 — sediment. Byl
pouzit software EffiValidation 3.0 a postup spravnost: omezeny koncentraéni rozsah -

referencni material k dispozici

Tabulka 7. IRM 3127 sediment — spravnost.

Uroveti Popis Referencni Nameéteno % | Vytéznost % | Referencni
hodnota % presnost %
1 irm3127 0,08136 0,05980 73,50 0,02086
Hypotéza o
Pesnost % n Hypotéza o piesnosti spravnosti
0,00238 6 Pfijata Pfijata

Spravnost byla dale kontrolovana pomoci ,,VIRM-K1-kal navdzano na CP1“ s vyslednym
pramérem 3,372 % N a RSD 2,9 %. Hodnoty z regula¢niho diagramu jsou DVM 3,149 %, stied
3,328 % a HVM 3,507 %.

45  Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vyhodnocena analyzou paralelnich stanoveni realnych vzorki. Byl pouzit

software EffiValidation 3.0 a postup Opakovatelnost z paralelnich méfeni.

Tabulka 8. Opakovatelnost.

Pramér méfeni (%) | Opakovatelnost (%) | Rel. opakovatelnost n
(rel. %)
0,11554 0,00491 4,25 28

Jako prakticka hodnota byla zvolena relativni opakovatelnost 7 %.
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4.6 Nejistota

Nejistota byla vyhodnocena analyzou paralelnich stanoveni realnych vzorkd. Byl pouzit
software EffiValidation 3.0 a postup Nejistoty: Z dat pro vyhodnoceni piesnosti - paralelni
meéfeni.

Tabulka 9. Nejistota.

Charakteristika Hodnota
Vypocétena hodnota (%) 0,11554
St. nejistota % 0,00491
Rel. st. nejistota (rel. %) 4,25
Faktor pokryti 2
Rozsifena st. nejistota % 0,00982
Rel. rozsifena nejistota (rel. %) 8,50

Jako praktick4 hodnota byla zvolena relativni roz$ifend nejistota 10 %.

5 Z.avér

Metoda poskytuje spravné a piesné vysledky a je vhodna k rutinnimu stanoveni nizkych

koncentraci dusiku v hnojivech.

6 Literatura

1. Jednotné pracovni postupy - Zkouseni hnojiv; Alena Zalmanové, Radmila VarmuZova,
Jifi Zbiral, V&clav Rypl, Jaroslava Petrova, Eva Niedobova, Brno 2015, ISBN 978-80-
7401-100-9.
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Zavedeni metody na stanoveni aktivity denitrifika¢nich

enzymiu v pudnich vzorcich

JiFi Cuhel

Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédelsky, OMB,
Hroznova 2, 656 06 Brno

jiri.cuhel@ukzuz.cz

1 Uvod

Denitrifikace je nejvyznamnéjsi mikrobialni proces, kterym se z pudy uvoliuje do atmosféry
oxid dusny (N20). Po oxidu uhli¢ittm a metanu je oxid dusny tfetim nejucinnéj$im
sklenikovym plynem, ktery ptispiva ke globalnimu oteplovani. V piepo¢tu na molekulu
ma N20O asi 320 x vé&tsi radiacni Gcinnost nez CO; a doba zdrzeni jeho molekul v atmosféie
je priblizné 120 let (Nakicenovic a Swart, 2000). Navic N2O pfispiva k destrukci ozénove
vrstvy ve stratosféfe (Crutzen a Ehhalt, 1977) a po urcitych pfeménach mize také vytvaiet
kyselé desté ¢i fotochemicky smog. Pred industrializaci byla koncentrace N2O v atmosféie
270 ppb, avSak vroce 2011 koncentrace dosahla jiz hodnoty 324,2 ppb (IPCC, 2013),

€0z odpovida narastu o 20 %.

Denitrifikaci se za anaerobnich podminek nitratovy nebo nitritovy dusik (napf. uvolnény
nitrifikaci) jako substrat disimila¢né redukuje na plynné slouc¢eniny dusiku a fixovany dusik
se tim vraci zpét do atmosféry, ¢imz denitrifikace zapada jako posledni ¢lanek do globalniho

cyklu dusiku. Jde o sekvenci jednotlivych redukci, ktera probiha podle nasledujiciho schématu:

NOs — NO2” — NO — N2O — N2
Oxidované formy N, tj. NOs", NO2’, ale i NO a N0, slouzi jako nahradni terminalni akceptory
elektront v dychacim fetézci za podminek snizené¢ho parcialniho tlaku kysliku; dovoluji tak
aerobnim mikroorganismtiim rist a ziskavat energii i za anaerobnich podminek. Denitrifikace
je jedinym moznym biologickym procesem spotieby N2O (Conrad, 1996), nicméné pievazné
je spiSe jeho zdrojem. Ne vSechen NOzs™ je totiz redukovan az na N, ¢imz vznikaji dva hlavni
denitrifika¢ni produkty N2O a N2. Denitrifikaci provadi rozmanita skupina mikroorganismu —

bakterie, archaea a mikroskopické houby, a je katalyzovana fadou specifickych denitrifikacnich
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enzymu (reduktasami, které jsou lokalizovany v cytoplasmatické membrané nebo v bunécné

periplasmg).

Schopnost denitrifikace mikroorganismu v piidé se nejcastéji stanovuje laboratorni metodou
zvanou aktivita denitrifika¢nich enzymt (DEA). Pii méfeni DEA jde o stanoveni maximalni
aktivity denitrifika¢nich enzymut pravé piitomnych v padnim vzorku v dobé odbéru, a to
za optimalnich podminek. Toto stanoveni nezahrnuje aktivitu enzymua nové syntetizovanych.
Optimalizace podminek pro denitrifikaci je zajisténa vyménou inkubacni atmosféry za inertni
plyn (nastaveni anaerobniho prostiedi), konstantni inkubaé¢ni teplotou a pfidavkem nitratu
(primarni  zdroj denitrifikace) a glukosy (zdroj energie a uhliku pro denitrifikaéni
mikroorganismy). Ke vzorkim je také piidan acetylen, ktery inhibuje redukci N2O na N2
a umoznuje tak stanovit DEA jako produkci N2O za jednotku ¢asu (na rozdil od N lze
koncentraci N2O snadno méfit plynovou chromatografii). Metoda DEA pro stanoveni
denitrifikace byla poprvé navrzena ptred 36 lety (Smith a Tiedje, 1979). Od té doby se jeji
pouziti zna¢n¢ rozsitilo, avSak kazda laboratof si metodu vice ¢i méné upravila podle svych
potieb. V soucasné dob¢ probihd snaha o standardizaci této metody DEA pod hlavickou
Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO). Cilem této préce bylo zoptimalizovat kritické
¢asti metody DEA, otestovat ji u pudnich vzorki s riznymi fyzikalné-chemickymi parametry

a zavést ji v laboratofich NRL — OMB pro rutinni pouZiti.

2 Aktivita denitrifika¢nich enzymu (DEA) s rozliSenim

produkti N2O a N2

2.1 Rozsah pouziti

Metoda je vhodna pro stanoveni denitrifika¢ni aktivity ve vzorcich minerdlnich i organickych
pud. Hodnoty DEA pfedstavuji maximalni aktivitu denitrifikacnich enzymii v pidnim vzorku
v dob¢ odbéru. Hodnoty DEA tizce souvisi s biomasou denitrifikatort a 1ze je tak interpretovat

I jako velikost populace denitrifika¢nich bakterii.

2.2 Princip

Pii respiracni denitrifikaci se dusi¢nany postupné redukuji na oxid dusny (N20), ktery lze

snadno kvantifikovat plynovou chromatografii a jeho urcita ¢ast se v dalSim kroku redukuje
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na molekularni dusik (N2), jehoZ kvantifikace je naopak velice obtizna. Pfi metodé DEA

se vyuziva inhibice redukce N2O na Nz ptidanym acetylenem (C2Hz), kdy jedinym produktem

denitrifikace ziistdvd pouze N20. Ke vzorku pidy ve sklenéné baiice se piidd roztok

s nadbytkem dusi¢nanu a glukosy, v baiice se nastavi anaerobni podminky, piida se CzH:

a zahaji se inkubace. Po 30 a 60 minutach se vzorek vnitini atmosféry analyzuje na obsah N.O

plynovou chromatografii a z rozdilti koncentraci se vypoéte mnozstvi vyprodukovaného N2O

za jednotku ¢asu (DEA). Pfi stanoveni obou hlavnich produktt denitrifikace (tj. produkce N2O

a N2 zvlast) popt. jejich poméru, se méfi produkce N2O z pudy i bez piidavku C2Hz. Produkce

N2 se potom vypocte odectenim produkce N2O stanovené u varianty bez C,H> od produkce N2O

stanovené u varianty s CoHo.

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3
2.34
2.3.5

2.3.6

2.3.7
2.3.8

Pristroje a pomiicky

Termostat s teplotou udrzovanou na 20 °C.

Horizontalni tfepacka umisténa v termostatu (1).

Inkubaéni lahve se Sroubovym uzavérem (GL 45) s otvorem, 100 ml.
Cerné pryzové zatky k inkubaénim lahvim.

Zatizeni na evakuaci vnitini atmosféry z inkubacnich lahvi a jejich opétovné plnéni
argonem. Zafizeni je propojeno s membranovou vyvévou a tlakovou lahvi
s argonem, pfiCemz lze manudlné prepinat mezi chodem vyvévy a plnénim
argonem. Misto argonu lze pfipadné vyuzit i jiny inertni plyn (napf. helium He,
molekularni dusik N2). K zatizeni je ptipojen tlakomé&r s rozsahem relativniho tlaku
-100 kPa az +150 kPa a gumové hadic¢ky s jehlami pro spojeni s inkuba¢nimi

lahvemi.

Chromatografické plynotésné stiikacky s teflonovym tésnénim a vymeénitelnou
jehlou pro manualni nastiik vzorku, 1 ml, jehly maji bo¢ni vyvod (tzv. ,,side hole*

ukonceni).
Umeélohmotné stiikacky s jehlou, 10 ml.

Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu (ECD), manualnim

nastfikem vzorku a kapildrni kolonou HP-PLOT Q.
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2.4 Chemikalie

24.1 Glukosa bezvoda, CeH120s.
24.2 Dusi¢nan draselny, KNOs.
2.4.3 Optimalizaéni roztok, ¢(CsH1206) = 1,0 mmol/l, c(KNO3) = 1,0 mmol/I.

Piiprava: 180,0 mg glukosy (2.4.1) a 101,1 mg dusi¢nanu draselného (2.4.2)
se rozpusti ve vode vytemperované na 20 °C a po prevedeni do 1000ml odmérné
bailkky se doplni po znacku. Roztok se kazdy den pfipravi Cerstvy a umisti

do termostatu s teplotou 20 °C.
2.4.4 Acetylen, CoH>, technicky plyn v tlakové lahvi.

2.4.5 Argon, Ar, technicky plyn v tlakové lahvi (Cistota 4.6, tj. 99,996 % Ar).

2.4.6 Helium, He, vysoce Cisty plyn v tlakové lahvi (Cistota 6.0, tj. 99,9999 % He).
24.7 Sm¢és argonu (95 %) a metanu (5%), Ar-CHa P5, smés plynt v tlakové lahvi.
2.4.8 Kalibra¢ni smés s N2O o0 koncentraci cca 300 ppm v N2 v tlakové lahvi.

2.5 Pracovni postup

Vzorek pudy se vyjme z lednice a navazi se v 6 opakovanich po 25 g vlhké pudy do 100ml
inkubacnich lahvi. Necha se 60 min ohtat v termostatu pii 20 °C a poté se do inkubacnich lahvi
odmérnym valcem pitidd 25 ml optimalizacniho roztoku (3) vytemperované¢ho na 20 °C.
Inkubaéni lahve se uzaviou ¢ernymi pryZovymi zatkami a Sroubovymi uzéavéry s otvorem.
Vnitini atmosféra se vymeéni za Ar (5) opakovanou evakuaci (asi -100 kPa) a plnénim Ar (asi
60 kPa) pomoci specialniho zafizeni. Tato evakuace a plnéni se provede 4 x za sebou, pficemz
kazda evakuace probihd 2 min a kazdé plnéni argonem probihd 1 min. Pfi vyméné vnitini
atmosféry je nutné kontrolovat jeji prub¢h na zabudovaném tlakoméru. Po ¢tvrtém plnéni Ar
se pretlak v lahvich uvolni vybublanim Ar do vody. Poté se umélohmotnou injekéni stiikackou
s jehlou ptida do poloviny lahvi (tj. 3 opakovani) 10 ml CzH2. Vznikly pietlak v lahvich
se nasledn¢ opét vyrovnd vybublanim do vody. Lahve (vSech 6 opakovani) se umisti
na tfepacku a inkubuji se za stalého tfepani (150 kmit min™) pfi teploté 20 °C. Po 30 a 60 min
inkubace se plynotésnou stiikackou s jehlou odeberou vzorky vnitini atmosféry lahvi (500 pl)
a okamzit¢ se analyzuji na obsah N,O pomoci plynového chromatografu s detektorem

elektronoveho zachytu (ECD). Plynovy chromatograf je piedem zkalibrovan pomoci kalibra¢ni
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smési s N2O o koncentraci cca 300 ppm v Na. Pii analyze se jako nosny plyn pouziva He a jako

pomocny plyn pro detektor ECD se pouziva smés Ar-CHs P5 (detailni nastaveni plynového

chromatografu je uvedeno v ptiloze). Po ukonceni inkubace se lahve oteviou a doplnénim

vodou se vazkove stanovi objem plynné faze.

Poznamky

1.

2.6

Pred pouzitim zarizeni na vyménu vnitrni atmosféry inkubacnich lahvi je nutné jej
predem nechat dobre profoukat argonem — nejméne 2 cykly evakuace a plnéni
argonem ‘“‘naprazdno” s prazdnymi uzavienymi inkubacnimi lahvemi.
Denitrifikace je anaerobni proces, a proto je treba zabranit kontaminaci vzdusnym
kyslikem. Je nutné pravidelné kontrolovat stav gumovych hadicek a zatek.

Cely postup je treba dusledné standardizovat a dbat na odebirani plynnych vzorkii
Z inkubacnich lahvi v presnych casech (tj. po 30 a 60 min inkubace). Casy odbéru
se zapisuji a pri mirné odchylce je nutné adekvatné prepocitat vysledky.

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.

Vypocet

Vypocita se produkce N2O zvlast’ pro variantu s CoH a zvlast pro variantu bez CoHz. AvSak

pouze varianta s CoH» predstavuje aktivitu denitrifika¢nich enzymii (DEA) sensu stricto.

Cso
Ceo

Ca = Cgo — C3p
:CA X Vg
1000
Vi =25+ 25-Wy
_axGxV
Vg
(G + L) x 28 x 1000
Wy X 22,4 x 0,5

DEA =

koncentrace N2O po 30 min inkubace (ppm)

koncentrace N2O po 60 min inkubace (ppm)

rozdil v koncentraci N2O mezi 60 a 30 min inkubace (ppm)

objem plynné faze (vnitini atmosféry) inkubacni lahve (ml)
produkce N2O do plynné faze béhem 30 a 60 min inkubace (nl N2O)

navazka ekvivalentu suché pudy (Q)
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V| objem kapalné faze (objem optimalizacniho roztoku a vody v navéazce pudniho

vzorku) (ml)

a Bunsentiv absorpéni koeficient pro N2O a danou teplotu (= 0,632 pro 20 °C)
L produkce N2O do kapalné faze béhem 30 a 60 min inkubace (ul N2O)
DEA aktivita denitrifikaénich enzymu vyjadfena jako produkce N-N2O do plynné

i kapalné fize na 1 g suché pidy za 1 h (ng N-N2O g* ht)

Vypoéty pro rozliSeni produkti N2O a N2 béhem denitrifikacni aktivity

Produkce N20O a N2 dohromady = DEA

Produkce N2O = DEAbez coH:
Produkce N2 = DEA — DEAbez CoH:
Relativni produkce N2O (%) = % x 100

3 Testovani metody DEA

Metoda DEA byla testovana u tii pidnich vzorkt s riznymi hodnotami fyzikalné-chemickych
parametru, Které jsou uvedeny v tabulce 1. Pudni vzorky byly odebrény 8. 9. 2015 z horni 15cm
vrstvy podle postupu ¢. 31000.1 (Zbiral et al., 2011), ptesaty pies sito s velkosti ok 2 mm
a uskladnény pii -20 °C. Po vytazeni z mraznicky byly ptidni vzorky alesponi 7 dni ponechany

v lednici (4 °C), nez bylo zahajeno stanoveni DEA.

Tabulka 1. Zakladni popis a vybrané fyzikalni, chemické a mikrobiologické parametry
pud pouZitych pro testovani metody DEA. Jsou uvedeny priaméry hodnot z let 1998-2014
(Cox — oxidovatelny uhlik, Cuio — uhlik mikrobialni biomasy, jil — zrnitostni frakce <
0,002 mm, TTP —trvaly travni porost, OP — orna ptda).

Oznaceni vzorku 7010 7029 7016

Plocha Zdarna Nedachlebice Nikolgice
Okres Blansko Uherské Hradisté Bieclav
Zemédélské vyuziti TTP OP Pfechod z OP do TTP
Pidni typ (FAO) Glejsol Luvisol Cernozem
pH1m kel 49 59 75

Jil (%) 10,7 18,0 23,8

Cox (%) 2,84 1,63 1,71

Chio (g C/g) 422 229 291
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Striktn¢ anaerobni podminky jsou jednou ze zakladnich podminek pro spravné stanoveni
aktivity denitrifikacnich enzymi, nebot’ za pfitomnosti kysliku denitrifikacni mikroorganismy
okamzité vyuzivaji Oz jako termindlni akceptor elektronti (aerobni metabolismus) a rychlost
denitrifikace prudce klesa. Dikladnd vymeéna vnitini atmosféry inkubacnich lahvi za inertni
plyn (Ar) je potom kli¢ova pro optimalizaci inkubac¢niho prostfedi. Evakuace atmosfery
inkuba¢nich lahvi a plnéni inertnim plynem se bézn¢ provadi ve 4 cyklech, pii¢emz typicky
kaZzda evakuace probiha 1 min a kazdé plnéni Ar probiha 1 min. V rdmci optimalizace metody

DEA jsme testovali vyménu vnitini atmosféry inkubacénich lahvi ve téech rezimech:
- 1 min evakuace a 1 min plnéni Ar

- 1,5 min evakuace a 0,5 min plnéni Ar

- 2 min evakuace a 1 min plnéni Ar.

Pro zieteln¢jS$i zachyceni trendu v narGstu koncentrace NO Vv inkubacnich lahvich byla
inkubace prodlouzena na 2 h a vzorky vnitini atmosféry inkubacnich lahvi byly analyzovany

na obsah N2O kazdych 30 min.

Pii metodé¢ DEA by se denitrifikace méla kvantifikovat v ramci denitrifikacni faze 1 (Smith
a Tiedje, 1979), kdy jesté nedochazi k syntéze novych denitrifikaénich enzymi (jako odpoveéd’
na nastavené anaerobni podminky). Jedna se tak o aktivitu stavajicich denitrifika¢nich enzymu
ptitomnych v pudé v dobé jejiho odbéru. Nékteré laboratore v rdmci stanoveni DEA inkubuji
pudni vzorky s pfidavkem chloramfenikolu, ktery by mél tento predpoklad zachovat. Jedna se
o antibiotikum inhibujici syntézu novych proteinti (v¢etné denitrifikacnich enzymi). Soucasti
pripravované normy ISO pro standardizaci metody DEA je inkubace pudnich vzorki praveé
s chloramfenikolem. Je ptitomen v otimaliza¢nim roztoku (2.4.3) a jeho koncentrace je 3 mM.
V ramci optimalizace metody DEA jsme inkubovali ptidni vzorky bez chloramfenikolu i s jeho
pridavkem (3 mM). Doba inkubace probihala 2 h a plynné vzorky wvnitini atmosféry

inkubacnich lahvi jsme analyzovaly na obsah N2O kazdych 30 min.

Po optimalizaci metody DEA jsme se pokusili stanovit jeji opakovatelnost. DEA byla stanovena

u pudnich vzorki 6 X nezavisle na sob¢ (6 riiznych dnil).

4 Vysledky a vyhodnoceni

Pro testovani metody DEA byly vybrany tiéi vzorky zemédé€lskych pud, které se lisily
v z&kladnich fyzikalnich, chemickych i biologickych parametrech (tabulka 1), protoZze mnohé
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pludni parametry zna¢nym zptisobem ovliviiuji jak celkovou aktivitu denitrifikacnich enzymd,
tak mnozstvi a pomér obou denitrifikacnich produktt N2O a N2. Pfedev§im pH pudy patii mezi
nejvyznamné;jsi faktory fidici denitrifikaci. Se vzrustajici hodnotou pH se obecné denitrifikacni

aktivita zvysuje, zatimco pomér produktti N2O/N> klesa.

Obrazek 1 ukazuje vysledky testovani rizné doby evakuace a plnéni inkubacnich lahvi
argonem. Se vzrustajici dobou evakuace dochazi béhem inkubace ptudnich vzorku k prudSimu
nartistu koncentrace N20, a to u vSech tii pid. Je zfejmé, ze evakuace vnitini atmosféry po dobu
1 min (i kdyz v ramci 4 cykli) je nedostatecna pro Gplné odstranéni Oz z inkubacnich lahvi.
Rozdil mezi 1,5 a 2 min evakuace jiz neni nijak vyrazny, nicméné pro rutinni stanoveni DEA

zavadime do metodiky evakuaci atmosféry inkubacnich lahvi po dobu 2 min.

90 90 90
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70 70 . * 70 .
1 min evakuace * 1,5 min evakuace P 2 min evakuace
&0 1 min Ar Py 60 1 0,5 minAr 60 1 1 min Ar *
E s0 £ 50 - . E 504
2 . 2 * 2
o 40 o 40 o 40 -
b 3 b z
30 30 3 30 b 4
20 f 20 20
. 6 ’ 8
10 s o o 10 o &) 10 6 8
o o (o] o]
i) T T T 1] T T T T o T T T T
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* E t 3
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a2 a2 2
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Obr. 1. Nariist koncentrace N20 ve vnitini atmosféie inkubaénich lahvi u pid 7010, 7029
a 7016 pri testovani rizného nastaveni vyméniku plynt: 1 min evakuace a 1 min plnéni
Ar; 1,5 min evakuace a 0,5 min plnéni Ar; 2 min evakuace a 1 min plnéni. Jsou zobrazeny
vysledky analyz s pridanym C2H: (#) i bez C2H2 (©) (3 laboratorni opakovani pro kazdou
variantu).
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Obrazek 2 ukazuje vysledky testovani pritomnosti chloramfenikolu v optimalizaénim roztoku.
Koncentrace chloramfenikolu 3 mM vedla ke znatelnému snizeni nardstu koncentrace N>O
béhem inkubace vSech tif piid a tento pokles byl znatelny jiz béhem prvni hodiny inkubace.
Murray a Knowles (1999) popsali, Ze chloramfenikol pii koncentracich vyssich nez 0,3 mM
vede nejen Kk inhibici syntézy novych denitrifikaénich enzymu, ale i k potlaceni aktivity
denitrifika¢nich enzymd jiz pfitomnych v pidé. Tato koncentrace je 10 x vy33i neZ koncentrace
chloramfenikolu navrhovana v ramci ptipravované normy ISO. Jini autofi se téZ stavéji
k pouzivani chloramfenikolu skepticky a pfi stanoveni DEA jej nedoporucuji (napi. Pell et al.,
1996). Protoze chloramfenikol i v ramci naSeho testovani vedl k podhodnoceni vysledki DEA,
rozhodli jsme se jej dale nepouzivat. Toto rozhodnuti je podpofeno i kratkou dobou inkubace
vzorkd pii stanoveni DEA (60 min), kdy syntéza denitrifika¢nich enzymt de novo je

zanedbatelna.
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Obr. 2. Narist koncentrace N2O ve vnitini atmosféie inkuba¢nich lahvi u pad 7010, 7029
a 7016 pi¥i testovani pusobeni pridaného chloramfenikolu: v levém sloupci jsou varianty
bez chloramfenikolu, v pravém sloupci varianty s pfidanym chloramfenikolem. Jsou
zobrazeny vysledky analyz s pfidanym CzH: (¢) i bez C2H: (o) (3 laboratorni opakovani
pro kazdou variantu).
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Po uspésné optimalizaci metody DEA jsme se pokusili vyhodnotit jeji opakovatelnost. DEA
byla stanovena u v§ech tfi piid nezavisle 6 x za sebou (tj. 6 opakovani). Vysledky z jednotlivych
dni naznacuji, ze hodnoty DEA u vzorki 7010 a 7016 se vzristajici dobou mezi rozmrazenim
vzorku a analyzou vzristaji (Tabulka 2). Vyznamné se u téchto vzorkli méni 1 rychlosti
produkce jednotlivych denitrifikacnich produktii N2O a N». Zda se, ze aktivita denitrifikacniho
spole¢enstva se v pudnich vzorcich po rozmrazeni méni a neni mozné s analyzou DEA otalet.
V tomto piipadé¢ nemélo smysl stanovit opakovatelnost metody DEA, protoze analyzy
Z jednotlivych dni byly siln€ ovlivnény dobou od rozmrazeni ptidniho vzorku. MoZnym feSenim
by bylo pfed zamrazenim pudnich vzorkli pfipravit jejich alikvoty a poté je postupné
rozmrazovat s tim, Ze od rozmrazeni jednotlivych alikvott do stanoveni DEA se zachova stejny
casovy odstup. Protoze hodnoty DEA a produkce N>O a N2 se zacaly ménit az 14. den
po rozmrazeni vzorku, je nutné pfi rutinnich analyzach stanovit DEA do 14 dnti od rozmraZeni
vzorkd.

Tabulka 2. Hodnoty DEA, produkce N20 a N2 zvlast’ a relativni produkce N2O stanovené

u pud 7010, 7029 a 7016 v rizné dobé po rozmraZeni pidnich vzorki. Jsou uvedeny
mediény ze t¥i laboratornich opakovani.

Pocet dni Produkce Produkce
Vzorek po DEA N20 N2 N20O/(N20+Nz2)
rozmrazeni | (ngNg*h?) | (ngNg!*h?!) | (ngNg!h?) (%)
7010 7 224,1 30,8 193,3 13,7
9 2315 35,2 196,3 15,2
10 231,0 33,2 197,8 144
14 280,1 37,1 243,0 13,3
17 268,5 47,3 221,2 17,6
20 293,5 48,3 245,2 16,5
7029 7 276,0 28,3 247,7 10,3
9 240,8 29,2 2116 12,1
10 266,3 30,6 235,6 11,5
14 256,7 28,0 228,7 10,9
17 269,6 29,5 240,1 10,9
20 276,1 26,4 2497 9,6
7016 7 605,9 29,9 576,0 49
9 576,9 32,1 o544,7 5,6
10 603,5 24,8 578,7 4,1
14 661,1 28,9 632,2 4,4
17 659,9 27,7 632,3 4,2
20 690,0 25,2 664,8 3,7
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5 Z.avér

V ramci této prace byla tspéSné otestovana a zavedena metoda pro stanoveni aktivity
denitrifika¢nich enzymt (DEA) v plidnich vzorcich. Touto metodou se podafilo stanovit
potencialni denitrifika¢ni aktivitu v ptdach s riznymi fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi
parametry. Metoda DEA poskytuje informaci nejen o celkové denitrifikaéni aktivité, ale také
0 rychlosti produkce jednotlivych denitrifikacnich produktii N2O a N2. Pii rutinnich analyzach
je tieba se vyvarovat zbytecné prodlevy mezi rozmrazenim pidnich vzorki a stanovenim DEA,

které musi byt provedeno do 2 tydnli od rozmrazeni.
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1 Uvod

Pidni mikroorganismy jsou nezastupitelnou soucasti piidy, podilejici se na celkové urodnosti
a kvalit¢ ptd. Pouzivani bioodpadli (digestaty, komposty apod.) jako hnojiv miize mit
i nezadouci vedlejsi G¢inky na pudni mikrobialni spolecenstva. Skladba vstupnich surovin
bioodpadii hraje dualezitou tlohu pii vysledném ucinku vSech toxickych latek a smési
pritomnych v odpadnim materidlu (kaly, sedimenty atd.). Jednim z testti, ktery mtize odhalit
negativni pisobeni bioodpadu na mikrobidlni spolecenstvo v ptide, je i test sledujici nitrifikacni
aktivitu. Nitrifikacni aktivita je spojena s tizkou skupinou mikroorganismi citlivych k plisobeni
toxickych latek. V laboratofich NRL-OMB byl k tomuto tG¢elu zaveden a zafazen do baterie
testl i test pro stanoveni kratkodobé nitrifikac¢ni aktivity (SNA). Podle pfedchozich zkuSenosti
S témito materidly vyvstala otazka, jaky design testu pouzit pii praci s hnojivy s moznym
obsahem nitrifikatorti. Spravna volba designu testu umozni co nejptesnéji interpretovat ziskané

vysledky.

Cilem prace byla optimalizace testu pro stanoveni SNA v ptfipadé mozného vyskytu

nitrifikatord v samotném hnojivu

2 Princip

Standardni puda se inkubuje 6 h v tfepané suspenzi pii saturaci substratem (NH4)2SO4
a s pridavkem NaClOs, ktery inhibuje oxidaci NO2" na NOs’, coz umoziiuje stanovit pouze
prirastek NO2". V piipad¢ stanoveni toxicity bioodpadi se ke standardni pudé prida testovany

bioodpad v koncentraéni fadé a ze stanovené nitrifikaéni aktivity se vypo¢tou hodnoty LOEC,

25



NOEC a ECx. Zaroven se stanovi 1 nitrifikacni aktivita jednotlivych koncentraci samotného

bioodpadu.

3 Material a metody

3.1 Pomiicky

3.11 Termostat s horizontélni tfepackou a nastavitelnou teplotou 25 °C.
3.1.2 Erlenmeyerovy lahve, 250 ml.

3.1.3 Centrifuga.

3.2 Chemikalie

3.2.1 Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2PQOgs, roztok, c(KH2PO4) = 0,2 mol/l.
Ptiprava: Navazi se 13,61 g KH2POs, rozpusti ve vodé (3.2.9), ptevede do 500ml
odmérné banky a doplni po znacku.

3.2.2 Hydrogenfosfore¢nan draselny, KoaHPOgs, roztok, c(K:HPO4) = 0,2 mol/l.
Ptiprava: Navazi se 17,40 g KoHPOas, rozpusti ve vode (3.2.9), pievede do 500ml
odmérné banky a doplni po znacku.

3.2.3 Chlore¢nan sodny, NaClOs, roztok, c(NaClOz) = 1 mol/I.

Ptiprava: Navazi se 10,6 g NaClOs, rozpusti ve vode (3.2.9), pfevede do 100ml
odmérné banky a doplni po znacku.

3.24 Siran amonny, (NH4)2SOa.
3.25 Chlorid draselny, KCI, roztok, c(KCI) =4 mol/I.

Ptiprava: 298 g KCl se rozpusti ve vodé (3.2.9), ptevede do 1000ml odmérné banky

a doplni po znacku.

3.2.6 Chlorid draselny, KCI, roztok, c(KCI) =2 mol/I.

Ptiprava: 149 g KCI se rozpusti ve vodé (3.2.9), ptrevede do 1000ml odmérné banky

a doplni po znacku.

26



3.2.7 Zasobni roztok A.
Piiprava: Smicha se 28 ml roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného (3.2.1),
72 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu draselného (3.2.2) a 100 ml vody (3.2.9).
3.2.8 Testovaci médium.
Pfiprava: Smicha se 10 ml zasobniho roztoku A (3.2.7), 15 ml roztoku NaClOs
(3.2.3) a 0,5 g siranu amonného (3.2.4). pH roztoku je pfiblizné 7,2. Doplni se
vodou (3.2.9) na 1000 ml.

3.2.9 Voda MilliQ (R > 18,2 MQ/cm).
3.2.10 Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 40,0 g NaOH se rozpusti ve vod¢ (3.2.9), po vytemperovani a prevedeni
do 1000ml odmérné banky se doplni po znacku. Pouze pii testovani chemikalii

a extraktd bioodpadu.

3.2.11 Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 1 mol/I.

Piiprava: 90ml 35% HCI se pfida do vody (3.2.9) a po vytemperovani se doplni

na celkovy objem 1000 ml. pH se upravuje pouze pfi testovani chemikalii a extraktii

bioodpadii.
3.3 Pracovni postup
Standardni ptida

Jako standardni ptida se pouZiva nekontaminovana pida se znamou hodnotou SNA v rozmezi
(200 - 800) ng NO2™ - N/gs,p.. Puda se skladuje za podminek uvedenych v JPP AP II1, kap. 5.1.

Preinkubace
Do 250ml Erlenmeyerovych lahvi se navazi standardni ptida odpovidajici 15 g suché pidy
ve tfech opakovanich pro kontrolu a ve dvou opakovanich pro jednotlivé testované koncentrace

bioodpadu. Lahve se uzaviou parafilmem a vzorek se preinkubuje 2 dny pti 25 °C.

Testovani bioodpadu

K testovani se pouzije standardni piida. Mnozstvi testované latky pro aplikaci na standardni
pudu se prepocitd podle realného modelu, kdy se ptredpokladd standardni hloubka
pfi zapravovani hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem 30 cm). V laboratornich
podminkach se pocitda s hloubkou zapraveni 10 cm do piady (mozny horS§i scénar).

Poté se piepocita odpovidajici davka na mg/g suché pidy a pfipravi se koncentra¢ni fada
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testovaného bioodpadu. Pii vypoctech aplikacnich davek se pocita s hodnotou hustoty ptdy

1,5 glcm?®.

Pripravi se koncentra¢ni fada obsahujici kontrolu bez pfidavku testované¢ho bioodpadu
a minimaln¢ Sest testovanych koncentraci uspotadanych v geometrické fadé. Pomér mezi
dvéma sousednimi koncentracemi nema byt vétsi nez dva. Pocet kontrol je tfi a pocet
jednotlivych opakovéani je dvé pro koncentrace bioodpadu. Do série se zahrne méteni nitrifikace
v extraktu bez ptidavku ptidy, aby mohla byt provedena korekce namétenych dat odectenim
aktivity nitrifikatort v extraktu. V ptipad¢ potieby je nutno upravit pH testovaciho média
s testovanym bioodpadem na 7,2. K upravé pH se pouzije 1 M roztok NaOH (3.2.10) nebo 1 M
roztok HCI (3.2.11).

Po skonéeni preinkubace se ke vzorkim piida objem testovaciho média s testovanou latkou,
aby celkovy objem roztoku vcetné vody pfitomné v padé ¢inil 60 ml. Lahve se umisti
na tfepacku s nastavenou teplotou 25 °C. Vzorek se necha dukladné tiepat tak, aby puda
nezistavala usazena na dné (170 ot/min). Po 2 h a 6 h se odebere 5 ml suspenze, ke kterym
se piida 5 ml roztoku KCI (3.2.5), ¢imz dojde k zastaveni nitrifikace. Piida se od roztoku oddéli
filtraci nebo centrifugaci. V roztoku se stanovi koncentrace NO>". Kalibraéni kiivka se ptipravi

v roztoku KCI (4.2.6), ktery se pouzije i pro fedéni vzorku s vysokym obsahem NO".

3.4 Vypocet

Kratkodoba nitrifikaéni aktivita

SNA = =22 X 1000 (1)

SNA kratkodoba nitrifika¢ni aktivita (ng NO2—N/gsp./h),
Ce koncentrace NO>—N (g/gs.p.) po 6 h inkubace,

C koncentrace NO2> N (1g/gsp.) po 2 h inkubace.

Vyhodnoceni vysledkii

ECx (Effect concentration — ucinna koncentrace, pii které se projevi x% inhibi¢ni G¢inek),

Cv v
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nezadouci efekt), NOEC (No observed effect concentration — koncentrace, pii které neni
pozorovan nezadouci efekt, zkusebni koncentrace tésné pod LOEC) se vypoctou podle nize

uvedeného schématu:

Pro testovani normality rozd€leni se pouzije Shapirtiv-Wilklv test a pro testovani homogenity

rozptylti Leventv test.
Stanoveni NOEC/LOEC
1. Data maji normalni rozd€leni a homogenni rozptyl: jednostranny Dunnetlv test.

2. Data maji normalni rozdéleni a nehomogenni rozptyl: jednostranny Welchiiv t-test

s Bonferroniho - Holmovou korekci.

3. Data nemaji normalni rozdéleni: jednostranny U-test s Bonferroniho-Holmovou

korekeci.
Stanoveni ECx

Probit nebo logit regrese, Weibullova analyza

Poznamky

1. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni software ToxRat
(ToxRat Solutions GmbH, Asdorf).

4 Vysledky a diskuze

Pro rozsiteni testu pro stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivy (SNA) o moznost analyzovat
potencialn¢ biologicky aktivni hnojiva bylo vybrano devét piipravki s potencialnim vyskytem
nitrifikacni aktivity pfimo v samotném vzorku. SoucCasné byla méfena nitrifikacni aktivita
bioodpadu po pfidani do standardni pady, ale i nitrifikace samotného ptipravku v jednotlivych
koncentracich. Z kapacitnich dtvoda pozic v orbitalni tiepace bylo nutno snizit pocet
opakovani v kontrolni varianté na tii a v jednotlivych koncentracich na dvé. Po vyhodnoceni
vysledki se ukazalo, Ze sniZzenim opakovani se zvysil rozptyl a pro piesnéjs$i vyhodnoceni bude
nutné zvysit opakovani jednotlivych koncentraci zpét na tfi. Praimérné hodnoty nitrifika¢ni
aktivity pro jednotlivé koncentrace bioodpadl jsou uvedena v tabulce €. 1. V ptipadé piipravkil
D6, D7, D8 a Kol byla naméfena nitrifikacni aktivita v samotném piipravku. Po ode¢tu hodnot
nitrifikace jednotlivych koncentraci samotného bioodpadu od nitrifikace po aplikaci pfipravku

do standardni pidy byly ziskdny hodnoty nitrifikace nezatiZené nitrifikatory piitomnymi
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v samotném piipravku. Z vysledku je patrné, Ze konecna nitrifikace jednotlivych testovanych
koncentraci D7, D8 a Kol se blizi kontrolni varianté nebo je velmi mirné zvy$ena v porovnani
s kontrolni variantou. NejvySsi testovand koncentrace ptipravku D8 byla vyznamné vyssi
| po odeéteni nitrifikace samotného pfipravku. Bylo to zpusobeno vy$§im rozptylem
namétfenych hodnot nitrifikace v samotném piipravku. Tato skutecnost by méla byt odstranéna
pravé zvySenim poctu jednotlivych opakovani na tfi, coz povede k zpfesnéni méfeni. Piipravek
D6 vykazoval jiz od zacatku koncentracni fady pokles nitrifikacni aktivity, ktery se po odectu
hodnot jesté¢ vice prohloubil. Pro budouci testovani nelze dopiedu urcit, ktery piipravek
(bioodpad) bude obsahovat nitrifikatory. Z tohoto divodu bylo navrzeno vyuzit takto upraveny
design testu. Pro sniZzeni rozptylu naméfenych hodnot nitrifikace pfitomnych v samotném

piipravku a zptesnéni vysledki bylo doporuceno zvysit pocet opakovani na tfi.
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Tabulka ¢. 1. Souhrnna tabulka vysledku testovani bioodpadii.

K C1 C2 C3 C4 C5 C6

Dla 443 471 476 490 469 471 509
D1b 1 0 0 0 0 0 0
Dlc 442 471 476 490 469 471 509
D2a 459 527 285 297 213 165 72
D2b 1 0 0 3 0 9 12
D2c 458 527 285 294 213 156 60
D3a 432 459 405 428 435 398 311
D3b 0 0 0 0 0 0 0
D3c 432 459 405 428 435 398 311
D4a 473 463 483 499 502 587 485
D4b 1 1 0 0 0 7 5
D4c 472 462 483 499 502 580 480
D5a 433 454 434 472 385 420 414
D5b 0 0 0 0 1 1 2
D5c 433 454 434 472 384 419 412
D6a 505 534 542 440 288 214 191
D6b 0 0 1 0 0 15 60
D6c 505 534 541 440 288 199 131
D7a 516 419 492 504 529 558 577
D7b 1 3 0 14 13 29 35
D7c 515 416 492 490 516 529 542
D8a 416 428 477 485 583 659 889
D8b 4 22 23 50 156 231 118
D8c 412 406 454 435 427 428 771
Kola 438 440 460 462 482 506 527
Kolb 1 1 1 7 17 41 82
Kolc 437 439 459 455 465 465 445

D digetat

Ko kompost

a kratkodoba nitrifika¢ni aktivita (ng NO>—N/gs.p./h) bioodpad + ptida

b kratkodoba nitrifikaéni aktivita (ng NO2>—N/gs.p./h) bioodpad + testovaci médium

C rozdil hodnot nitrifikace

K kontrolni varianta pidy bez ptfidavku bioodpadu

C1-C6 vzrastajici koncentrace testovaného bioodpadu

C3 doporucena davka pfti aplikaci na zemédélskou pidu
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5 Z.avér

Byl rozsifen test pro stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivy (SNA) o moZznost analyzovat
potencialné biologicky aktivni hnojiva. Metoda bude pouzita v ramci testovani bioodpada

na zemédélskou pudu.
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1 Souhrn

UKZUZ analyzuje pesticidni latky od roku 2007 s vyuzitim systému GC-MS/MS 1200 Varian,
ktery byl nahrazen novym, principidln¢ totoznym, avsak citlivéj§im systémem GC-TQ 7010
Agilent. Cilem prace bylo pievedeni stavajicich méticich metod na novy systém a jeho ovéfeni

analyzou referencnich materialli a Gcasti v testech zpusobilosti.

2 Teoreticka ¢ast

Systém GC-MS/MS 1200 Varian se vyuZiva v laboratotich UKZUZ od roku 2004. Jedna se
o spojeni plynového chromatografu a hmotnostniho spektrometru s trojnasobnym
kvadrupolovym analyzatorem, ktery umoziuje velice selektivni zplisob detekce oznaCovany
jako SRM/MRM, tj. sledovani vybranych piechodli neboli ionti vzniklych pfi sekundarni
fragmentaci v kolizni cele. Uvedeny méfici mod byl vyuzit u vSech metod jak pro stanoveni
rezidui pesticidnich latek, tak organickych polutantii. V roce 2015 byl zminovany systém
nahrazen principialné totoznym, avsak citlivéj$im systémem GC-TQ 7010 Agilent. Cilem prace
bylo ovétfeni spravnosti funkce GC-TQ 7010 Agilent pomoci analyzy refen¢nich materiald,
lyofilizované rybi svaloviny (WMF-01) s certifikovanymi obsahy polybromovanych
difenyletherd (PBDE) a pSenice obsahujici rezidua pesticidi (IRM-PTC2). Zaroven byly
pomoci tohoto systému zméieny vzorky dodané v ramci testl zptsobilosti, konkrétné SETOC
2015/1 (polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) v sedimentech), EUPT-FV17 (pesticidni
rezidua v brokolici) a EUPT-CF9 (pesticidni rezidua v kukufici).
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3 Prakticka ¢ast

3.1  Material a metody

Standardy, chemikalie, laboratorni pomticky a vybaveni pro piipravu vzorkt, postupy ptipravy
vzorku, pfistrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni jsou uvedeny v ptislusnych
JPP UKZUZ, postup &. 10595.1 (PBDE), 30670.1 (PAH) a 10610.1 (pesticidy). V préci byl
pouZit plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem GC-MS/MS: CP-3800 GC — 1200
MS (Varian) vybaveny kolonou DB-XLB (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) a GC 7890B - 7010
MS TQ (Agilent) vybaveny dvéma kolonami HP-5MS Ul (15 m x 0,25 mm % 0,25 pum).

3.2  Vysledky a diskuse

3.2.1  Ovéfeni pomoci CRM WMF-01

Prevedeni méfici metody pro stanoveni PBDE bylo ovéfeno analyzou certifikovaného
referen¢niho materialu WMF-01. Vysledky testu ukazaly, Ze GC-MS/MS systém Agilent 7010
je pIn¢é funk¢ni a splituje pozadavky pro poskytovani spravnych vysledki (viz. Tabulka 1).

Tabulka 1. Vysledky analyzy PBDE v CRM WMF-01.

WME-01 Reference fish tissue fish for organic co'ntaminant analysis
(Wellington Laboratories)
Parametr Stanoveny | Stanovena | Referen¢ni | Referenéni Hodnoceni
obsah (ng/g) nejistota obsah (ng/g) | nejistota
(ng/g) (ng/g)

BDE28 3.203 0.85 3.124 0.29 OK
BDEA47 144.3 36.0 123.2 24.8 OK
BDE100 36.53 12.5 35.87 14.5 OK
BDE99 38.20 10.8 37.50 4.22 OK
BDE154 18.17 5.22 19.79 2.88 OK
BDE153 14.17 3.82 17.04 8.00 OK
BDE183 0.422 0.19 0.532 0.40 OK

3.2.2  Ucast v mezinarodnim testu zptisobilosti SETOC 2015/1

Vzorky sedimentt k analyze byla ptipraveny standardnim postupem zahrnujicim Soxhletovu
extrakci horkym rozpoustédlem pomoci Buchi B-811 a frakcionaci na silikagelové kolonce.
Extrakty byly méfeny pomoci GC-MS/MS systému Agilent 7010 v MRM modu a kvantifikace
byla provedena s vyuzitim isotopové znacenych PAH. Ziskané¢ vysledky poskytovaly

vyhovujici z-skére v intervalu (-2,2) s vyjimkou jediného nalezu benzo(a)pyrenu ve vzorku
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¢. 4, ktery byl podhodnocen, avSak vzhledem k odpovidajicimu z-skére -2,41 nebyl oznacen
za nevyhovujici (viz. Tabulka 2).

Tabulka 2. Hodnoceni vysledki (z-skore) analyzy PAH ve 4 vzorcich sedimenti.

acenaphtene (PAH) -0.16 0.62 -0.99 024
acenaphtylene (PAH) 012 01 -007 -0.27
anthracene (PAH) -0.48 -1.13 -0.68 0.02
benz(a)anthracene (PAH) -0.51 -0.88 -0.91 -0.86
benzo(a)pyrene (PAH) 063 -1.44 -1.55 -2.41
benzo(b)fluoranthene (PAH) -0.49 -0.80 -1.11 -0.60
benzo(ghi)perylene (PAH) 0.31 0.15 0.15 0.27
benzo(k)fluoranthene (PAH) -0.63 -1.25 117 -0.85
chrysene (PAH) -0.16 025 -0.38 0.71
dibenz{ah)anthracene (PAH) -0.36 -0.36 -0.61 -0.55
fluoranthene (PAH) -1.03 -1.18 -1.22 -0.56
fluorene (PAH) -0.09 0.44 -0.70 0.58
indeno(1,2 3-cdjpyrene (PAH) -0.93 0.90 -0.91 -1.06
naphtalene (PAH) -0.92 -0.55 -0.63 -0.21
phenanthrene (PAH) -1.24 -1.56 =137 -0.68
pyrene (PAH) -1.50 -1.12 -1.09 -055

3.2.3  Utast v mezinarodnim testu zpuisobilosti EUPT-FV17

V roce 2015 EURL pro pesticidy v ovoci a zelenin€ potadala 17. ro¢nik testu zptisobilosti, kde
testovacim vzorkem byl brokolicovy homogenat. Brokolicovy QUEChERS extrakt byl métfen
jak LC-MS/MS technikou, tak GC-MS/MS, ktera byla konkrétné pouzita pii analyze
pendimethalinu a permethrinu. Oba nalezy byly vyhovujici; u pendimethalinu bylo dosazeno
z-skore 0,5 a u permethrinu 0,9 (Graf 1).

EUPT-FV17 (brokolice)
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Graf 1. Hodnoceni laboratoie UKZUZ v ramci EUPT-FV17. Zakrouzkované hodnoty
byly zméieny GC-MS/MS technikou s vyuZitim systému Agilent 7010.
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3.24  Utast v mezinarodnim testu zpisobilosti EUPT-CF9

Ve stejném roce EURL pro pesticidy v ceredliich a krmivech pofddala 9. ro¢nik testu
zpusobilosti, kde testovacim vzorkem byla kukuficnd mouka. Kukufi¢ny QuEChERS extrakt
byl opét méfen jak LC-MS/MS technikou, tak GC-MS/MS, ktera byla pouzita pii analyze
9 parametrii z celkového poctu 18. Jednalo se o azoxystrobin, chlorfenvinphos, chlorpyrifos-
methyl, isocarbophos, lambda-cyhalothrin, metolachlor, metribuzin, spiromesifen
a terbuthylazine. V grafu 2 jsou zaznamendna z-skére vSech pesticidi stanovenych
Vv kukufi¢ném extraktu, pficemz zakouzkované hodnoty byly analyzovany s vyuzitim systému

Agilent 7010. VSechny nalezy byly vyhovuijici, tj. odpovidajici z-skore lezely v intervalu (-2,2).
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Graf 2. Hodnoceni laboratoie UKZUZ v ramci EUPT-CF9. Zakrouzkované hodnoty byly
zméfeny GC-MS/MS technikou s vyuZitim systému Agilent 7010.

3.2.5  Ovéfeni pomoci IRM-PTC2

Vzorek pSenice dodany do laboratofe v ramci testu zpusobilosti EUPT-C2, ktery v roce 2008
potadala EURL pro ceredlie a krmiva, je vyuZzivan jako interni referencni material s obsahem
rezidui pesticidi ze skupin, jako jsou insekticidni pyrethroidy a organofosfaty a fungicidni
triazoly a strobiluriny. Technikou GC-MS/MS jsou v tomto IRM analyzovyna rezidua
bifenthrinu, chlorpyrifos-methylu, cypermethrinu, difenoconazolu, epoxiconazolu, iprodionu
a malathionu. Ostatni pesticidni latky (azoxystrobin, carbendazim, pirimicarb, prochloraz,

spiroxamine, trifloxystrobin) se stanovuji pomoci LC-MS/MS. Grafy 3 a 4 znazornuji data
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ziskana analyzou IRMPTC2 v roce 2014 pomoci systému Varian 1200 a v roce 2015 pomoci
systému Agilent 7010. V grafu 5 jsou vedle referen¢nich a primérnych hodnot ziskanych
pomoci obou systémii zndzornény také smérodatné odchylky, které popisuji rozptyl
naméfenych dat. Primér smérodatnych odchylek ziskanych v roce 2014 je 16,28 %
a v nasledujicim roce pak 16,98%, coZz ukazuje na velice stabilni dlouhodobou
vnitrolaboratorni opakovatelnost GC-MS/MS stanoveni rezidui pesticidi. Spravnost ziskanych
dat 1ze vyjadiit pomoci z-skore, pii¢emz v roce 2014 bylo dosazeno vazeného z-skére 0,19
avroce 2015 0,26. Obé hodnoty ziskané s vyuzitim riznych systéml potvrzuji spravnost
kontrolnich vzorkl a zaroven indikuji vysokou spolehlivost dat produkovanych pfi rutinnich

analyzach.
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Graf 3. Obsahy vybranych pesticidi v IRMPTC2 naméiené v roce 2014 pomoci systému
Varian 1200.
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Graf 4. Obsahy vybranych pesticidii v IRMPTC2 naméiené v roce 2015 pomoci systému
Agilent 7010.
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Graf 5. Zobrazeni referen¢nich hodnot IRMPTC2, primérnych obsahti a smérodatnych
odchylek stanovenych v IRMPTC2 pomoci systémii Varian 1200 v roce 2014 a Agilent
7010 v roce 2015.
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4 Zavér

V roce 2015 bylo Gspésné provedeno navazani nového systému Agilent (GC 7890B — 7010 MS
TQ) do vybranych akreditovanych zkouSek vyZzadujicich GC-MS/MS stanoveni, tj. AZ 340
(stanoveni PBDE), AZ 335 (stanoveni PAH) a AZ 336A (multirezidudlni stanoveni pesticida).
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