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Souhrn

Prace se vénuje uvedeni nového pfistroje pro méfeni pldni respirace OxiTop OC
110 do provozu a vytvoreni metodiky pro praci s nim. Zejména se zabyva parametry

vhodnymi pro nastaveni a zaloZeni méfeni.

Dale se prace vénuje ovéfeni a vyhodnoceni vyuzitelnosti metody méreni padni
respirace pomoci OxiTopu v porovnani s konvenénimi metodami. K ovéfeni této
nové metody bylo pouzito soubézného méreni dvacetihodinovym respirometrickym
testem. Pro zjisténi parcialnich informaci, vedoucich k uspéSnému zalozeni a
pribéhu méfeni, byla pouzita titracni metoda. Vzorky pady k méfeni byly odebrany z
dlouhodobého pokusu Katedry agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin Fakulty
agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemé&délské univerzity v Praze
na Skolnim demonstraénim a pokusném pozemku a to z variant — HnUj, NPK a

Kontrola.

Hlavnim vystupem této prace je navrzeny postup méfeni pfistrojem OxiTop OC 110.
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Summary

The thesis deals with start-up of new soil respirometric apparatus OxiTop OC 110,
it’s proper set-up for practical experiments and also creating methodology for whole

process of measuring.

Another step was to compare this new method with conventional one by verifying and
evaluating results. As a conventional method has been used parallel measuring by
twenty-hour respirometrical test. The titration has been used for determination of
partial information that leaded to appropriate setting of the apparatus. Soil samples
were taken of the long-term experiment managed by KAVR FAPPZ CZU that has
place on school experimental field. Examined variants were Manure, NPK and

Control.

Main output of this thesis is the proposed method of measururing with OxiTop OC
110.
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1. Uvod

Zemédeélstvi je stéZejnim oborem pro existenci lidské spole¢nosti a to nejen z ddvodu
zabezpeceni dostateCného mnozstvi potravy. Jeho ukolem je i utvareni a revitalizace
prostfedi, hospodafeni s energii €i vytvareni podminek pro kolobéh latek. Nemalou
roli hraje i jako médium pro pusobeni védy. Vedle valek i jinych katastrof je odedavna
zemeédeélstvi a prostfedi s nim spojené hlavni hnaci silou pokroku. Nejinak tomu je i
v dnesnich dnech, kdy jsou na néj kladeny vysoké naroky z duvodu rychlého ristu
svétové populace, zmenSovani plochy orné puady ve vyspélém svété, neutéSené
situaci v zemich tfetiho svéta ¢i uméle vyvolané panice ohledné zmén klimatu. Svoji
roli hraje také zmensovani vstupu do této sféry a to jak téch finanéniho razu, tak
vstupu tykajicich se lidského kapitalu zabyvajiciho se timto oborem. Vyzkum
v oblasti zemédélstvi se proto jevi jako dUllezita, zajimava ale i perspektivni

disciplina.

V soucasnosti se kromé zdokonalovani mechanizace klade diraz na péstovani a
Slechténi novych vyrazné vynosnégjSich odridd polnich plodin. K dosazeni
oCekavanych vysledku pfi jejich praktickém vyuziti je vSak tfeba umérné zvySovat i
uroven poznani o podminkach prostfedi, ve kterém by mély byt péstovany. Nemeéné
dllezitou oblasti je i zefektivnéni vyzivy a hnojeni. Usp&chu na tomto poli by nemohlo
byt dosazeno bez zlepSovani znalosti o vlastnostech plady a Zivotnich projevech

pudnich mikroorganizm.

Padni respirace jako elementarni projev aktivity a zivota pudnich mikroorganizmd,
poskytuje informaci nejen o jejich stavu a vitalité, ale zaroven informuje o degradaci
biologicky dostupnych organickych latek, ¢i o prubéhu jejich mineralizace. Jeji
méfeni je proto zakladnim analytickym nastrojem stanoveni kvality pid pro

zemeédélskou praxi.
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2. Cile prace a hypotézy

2.1. Cile prace
StéZejnim cilem prace je zprovoznéni nového pfistroje OxiTop OC 110. Dale je cilem
prace jeho uvedeni do praxe méfeni padni respirace, srovnani méfeni s klasickymi
metodami, ur€eni vhodnosti jeho pouZiti pro praktické méfeni a vytvoreni metodiky

pro praci s timto pristrojem.

2.2. Hypotézy
OxiTop OC 110 je vhodny pro praktické méfeni padni respirace.

Méreni s OxiTop OC 110 skyta oproti klasickym metodam vyhody.
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3. Literarni reSerse

3.1. Mikrobialni populace a jeji prostredi

3.1.1. Pada
Pdda jako médium &i substrat pro rozlicna spoleCenstvi mikroorganizmu je mistem,
ve kterém probiha fada procesu, jez jsou diky mnozstvi a aktivité mikroorganizmda,
ktefi v ni asimiluji mineralni latky a rozkladaji latky organické, soucasti prirodnich
cyklu latek (Fleisbach a Widmer, 2006).

Plda je samostatnym pfFirodnim utvarem vzniklym pusobenim puadotvornych faktort
z povrchovych zvétralin zemské kury a z organickych zbytka (Wu a Zhang, 2011). Je
zivotnim prostorem pro pldni organizmy, stanovistém volné rostouci vegetace i
prostfedkem slouzicim pro péstovani kulturnich rostlin. Ma schopnost regulovat
kolobéh latek, ukladat je a byt tak i jejich zdrojem a to jak latek uziteCnych, tak
potencialné rizikovych. Padni systém je zivy dynamicky a stale se vyvijejici. Pro
preziti a prosperitu vSech suchozemskych spoleCenstev hraje tato slaba padni vrstva
je tvofena tfemi zakladnimi skupenstvimi - pevnym, kapalnym a plynnym. Tyto

mohou byt dle Waksmana (1961) rozdéleny do péti riznych slozek:

- MINERALNI SLOZKA. Jeji &astice maji znaéné& rozdilnou velikost i stupefi
mechanického i chemického rozkladu. Tato skupina zahrnuje vSe od oblazkl pres

piskovou a hlinitou az po jilovitou frakci.

- ORGANICKE ZBYTKY ROSTLINNEHO A ZIVOCISNEHO CHARAKTERU. Tato
skupina zahrnuje Cerstvé opadané listi, strnisté a dalsi odumfelé €asti rostlin, zbytky
tél hmyzu, ostatnich bezobratlych i obratlovcl. Tyto slozky, pfipadné jejich Casti, se
v pudé nachazeji ve stadiich rozkladu od zcela nerozlozenych az po rozloZzené do
stadia, ve kterém se jiz neda rozeznat plvodni struktura, jejichz posledni formou je

stadium, které oznaCujeme jako humus, pfipadné humifikované latky.

- ZIVA SLOZKA. Vsechny formy Zivota nachazejici se v plidé — Zivé kofeny vSech
vyssich rostlin, zivo€ichové od prvokl, hmyzu, zizal az po hlodavce a také pocetné
skupiny hub, fas, kvasinek, aktinomycet a bakterii.
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- VODA. Hlavni predstavitel kapalné frakce plady zahrnujici vodu volnou i

hygroskopicky vazanou, roztoky soli i organickych latek.

- PLYNY. Hlavnimi slozkami pidni atmosféry jsou oxid uhlicity, kyslik a dusik a dale
pak ostatni plyny, jejichZz obsah je charakteristickym prvkem rlznych typd a druhu

pad.

3.1.2. Puadni mikroorganizmy

Diky mikrobialni populaci utvarejici spoleCné s kofeny vysSich rostlin a zivoCichy Zivy
ekosystém, neni pada jen mrtvou masou mineralnich latek a organickych zbytkd.
Mikrobialni Zivotni prostor je v zasadé porézni médium proménné v prostoru i ¢ase,
jez je spoleénym produktem biologickych, mechanickych a fyzikalné-chemickych
procesu v pudé a jejim okoli (Standing a Killham, 2007). Ddraz na vyzkum puUdnich
mikroorganizml a zajem o jejich diverzitu mezi védci rapidné roste s vzrlstajicim
zajmem o pudni urodnost. Hlavni charakteristickou vlastnosti neni jen chemické
sloZzeni pudy ale i kvalitativni a kvantitativni ukazatele mikrobialniho zivota (Giri a
kol., 2005). PéCe a zajem o diversitu, zivotaschopnost a fungovani mikrobialnich
populaci je zakladnim pfedpokladem trvale udrzitelného rozvoje zemédélstvi (Benizri
a kol., 2002).

3.1.3. Pudni mikrobialni biomasa
Pddni mikrobialni biomasa muze byt definovana jako skupina vSech organism

Zijicich v padé, jez jsou obvykle menSi nez zhruba 10 ym (Schloter a kol., 2003).
Nejvétsi pozornost byva vénovana péti hlavnim skupinam, do nichz jsou
mikroorganizmy rozdéleny: houbam, bakteriim, aktinomycetam, fasam a prvokum.
Tyto jsou Uzce spojeny s pudnimi Casticemi, pfevazné pak jilovo-organickymi
slozkami. NejCastéji mizeme mikroby pozorovat jako samostatné buriky &i jako
mikrokolonie (Buscot, 2005). Kazdy druh ma svou nezastupitelnou specifickou roli
tak, aby se vzajemné doplfhovaly a fungovaly jako jeden celek (Brooks a kol., 1984).
Na zakladé molekularnich studii Ize usuzovat, Zze napfiklad 1g jakékoli pudy
primérné obsahuje vice nez miliardu bakterii patficich do zhruba 10000 riznych

druh (Ovreas a Torsvik, 1998), pficemz celkem bylo celosvétové zatim v padach
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determinovano vice nez 30000 druhd bakterii, 1500000 hub, 60000 fas (pfevazné
fas modro-zelenych — cyanobakterii) a 100000 prvokd. V priamérné urodné pudé
mirného pasma pak muze byt celkovy objem mikrobialni biomasy az 20 t/ha ornice
(Pankhurst a Lynch, 1995).

3.1.4. Vliv mikrobialni slozky na kvalitu ptdy
Kvalita zemédélskych pud je definovana jako schopnost poskytovat zdravé a nutricné
bohaté kulturni plodiny, schopnost rezistence proti erozi a schopnost minimalizovat
dopad nezadoucich vlivi prostfedi na rostliny. Celosvétova snaha o zlepseni di
zachovani pidnich parametrd prameni zejména ze zavazného zvySovani miry eroze,
zvySeného vyskytu tvorby pldnich Skraloupud, utuzZovani, snizeni infiltrace vody,
nepfiznivych zmén pH, kontaminace polutanty, zasoleni a zvySovani intenzity
zemédélské produkce (Babich a Stotzky, 1985). Intenzivni hospodafeni bez
dostateCného dodavani hnojiv zaroven vede k vyCerpani pudy, coz je patrné na
prikladu Stfedniho Vychodu, kde bylo sice po staleti vyuzivano orby, avSak bez
pfihnojovani a v dobach sucha, kdy nebylo pokryti poli dostateCné, dochazelo

k masivnim erozim (Elliot a kol., 1996).

Kvalita pudy v8ak nezalezi jen na fyzikalnich ¢i chemickych vlastnostech, ale je
velice uUzce spjata i s témi biologickymi, a to zejména témi, jez jsou ovliviovany
mikrobialni aktivitou. PUdni vlastnosti, jez jsou ovlivnény obsahem a slozenim
mikrobialni biomasy, jsou zejména: vodni kapacita, stupen infiltrace, erodovatelnost,
tvorba Skraloupd, stabilita pidniho agregatu, nachylnost ke zhutnéni, kolobéh Zivin a
schopnost jejich zadrzovani, pristupnost dusiku a slozeni padni organické hmoty
(Elliot a kol., 1996). Tuto skute€nost Ize dolozit na nékolika studiich, které prokazaly
vliv a dllezitost mikroorganismu a produktl jejich metabolismu na pudni strukturu a
stabilitu pudniho agregatu (Waksman, 1961). Zabranit degradaci vlastnosti pady
ovlivnitelnych mikrobialnimi pochody Ize zejména vyuzZitim statkovych hnojiv,
zelenym hnojenim ¢i dalSim hnojenim organickymi materialy, zafazenim meziplodin
do osevniho postupu, efektivnim zachazenim s poskliziiovymi zbytky & samotnym
vhodné sestavenym osevnim postupem. V navaznosti na stuperi poSkozeni pudy
v tomto ohledu bude v8ak naprava zna¢né zdlouhava (Elliot a kol., 1996). Renagold
a kol. (1987) ve své dlouhodobé studii trvajici od roku 1948 do roku 1985 na jisté
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farmé ve vychodni €asti statu Washington, USA pozorovali, Ze vzorky z pozemku
hnojenych organickymi hnojivy maji vyrazné vys8i obsah polysacharidd, nizsi
nachylnost k praskani a pfesychani a mocnost ornice je v priméru o témeér 16 cm
vétSi nez mocnost ornice u pozemkd, jez byly obhospodafovany za pouziti vyhradné
mineralnich hnojiv. Pravé hloubka ornice je v pfimé souvislosti s obsahem organické
hmoty a stupném jejiho rozkladu, béhem doby trvani studie totiz dochazelo
k mnohem masivnéjsi erozi a tim i ubytku ornice. Bylo prokazano, Ze pfi stejném
zpusobu a intenzité hospodafeni by do padesati let na téchto pozemcich doslo ke
snizeni vynosu az na polovinu a to i za predpokladu aplikace vysSich davek
mineralnich hnojiv. Existence uzké pozitivni korelace mezi obsahem organické hmoty

a mikrobialni aktivitou je neoddiskutovatelnym faktem (Martyniuk a Wagner, 1978).

Pokud bychom chtéli pudni kvalitu vyjadfit pomoci kvantitativnich ukazatelu, zjistime,
ze vétsSinu znakl nelze Cisly relevantné vyjadfit. Ukazatelem, ktery je nejobjektivnéji
hodnotitelny tak zlstava pravé obsah organické hmoty, jez poukazuje i na potencial
obsahu mikrobialni biomasy. JedineCnost tohoto parametru je i v propojeni

fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti puady (Elliot a kol., 1996).

13
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3.2. Maéreni v pudni mikrobiologii

3.2.1. Vzorkovani
Vétsina analytickych metod pouzivanych v pudni mikrobiologii pocita se zpracovanim
vzorkl v laboratornim prostfedi, proto je zakladem kazdého mérfeni v tomto oboru
vzorkovani. Cilem odbéru vzorkG puady zurcitého pozemku nebo lokality pro
mikrobiologické analyzy je vétSinou ziskani prumérného vzorku reprezentujiciho
danou plochu. Z tohoto divodu odebirame vétSi mnozstvi dil€ich vzorku, jejichz
smichanim se ziska vzorek smésny. Dle Kritifka a Simka (1998) mize byt podet
dilich vzorkd rdzny a byva stanoven zejména na zakladé velikosti plochy, jez je
cilem analyzy, jeho heterogenity a samoziejmé potieby samotného méfeni.
Nevyhodou pfi odbéru malého poctu dil€ich vzorki mize byt nebezpeci, Ze vysledny
smésny vzorek bude ovlivnén prostorovou variabilitou, coz znamena, Zze nebude
relevantné reprezentovat pudu dané lokality. Nevyhodou odbéru vétSiho poctu
vzorkl pak mize byt vétSi pracnost, zvySené finan¢éni a ¢asové naroky, pracnéjsi a
heterogenité, &i zjistit krajni hodnoty konkrétnich parametrd pozemku, dil¢i vzorky

nemichame, ale ukladame je a analyzujeme individualné (Forster, 1995).

Kazdé mechanické naruseni pady nutné vede k zménam charakteru daného mista a
k ovlivnéni mikrobialniho Zivota a jeho aktivity. Tim, Ze béhem odbéru vyjmeme
z plidniho profilu jeho ¢ast, narusime v ném probihajici procesy. K mnohem
znatelnéjSim zménam vSak bude dochazet ve vzorku samotném. Rozsah zmén
mikrobialni aktivity ve vzorku zalezi predevS§im na odebraném mnozstvi pudy
(Ohlinger, 1996).

Pokud neni nasim cilem zkoumani vlivu zmén pocasi i napfiklad aktivity indukované
hnojenim je, dle Kristafka a Simka (1998), vhodné odebirat pidu za podminek
standardnich pro danou lokalitu. Neni proto vhodné provadét vzorkovani béhem Ci
bezprostfedné po dlouhych, pfipadné enormnich, obdobich sucha, vydatnych srazek,
zaplaveni nebo po hnojeni. Zcela nevhodné je pak provadét odbéry po aplikaci
pesticidl nebo jiném chemickém zasazeni pldy. Jako vhodna doba pro odbér

pudnich vzorkl po hnojeni se doporuCuje 4 — 6 tydnd po mineralnim hnojeni a 3
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meésice po hnojeni organickém. Pokud by cile pozorovani mohly byt ovlivnitelné
zastinénim rostlinnym pokryvem nebo vlivem kofend, je tfeba tuto skuteCnost brat
v Uvahu, protoze v jarnim a zimnim obdobi je zastinéni i vliv kofenu nizSi nez
v obdobi letnim a podzimnim. Vliv sezény na pudni mikroorganizmy je patrny i skrze
vlhkostni a zejména teplotni poméry, dle Forstera (1995) je proto pro komplexnost,
objektivitu a moznost porovnani vysledkd zruznych lokalit Zadouci provadét

vzorkovani béhem celého roku Ci sezony.

3.2.2. Rozvrzeni vzorkovani
Vzorkovaci schéma muze mit na kvalitu a reprezentativnost vysledkl zcela zasadni
vliv. Pokud se rozhodneme odebrat vzorky zcela nahodné na velmi riznorodém
pozemku, nebudeme pravdépodobné mit ve smésném vzorku zastoupeny vSechny
signifikantni slozky pady. | proto je dulezité znat zakladni charakteristiky pozemku
z hlediska jeho topografie (svaZzitost, orientaci na svétové strany, nadmofskou vysku
nejniz§iho a nejvysSiho bodu, atd.), dale hloubku ornice, utuzZenost puUdy,
skeletovitost a vlahové poméry. Pokud se ve vySe zminénych charakteristikach
minimalni a maximalni parametry daného pozemku liSi o vice nez 30%, je Zadouci
takovy vhodné rozdélit a provést oddélené vzorkovani, pfipadné vyloucit vzorky

s krajnimi hodnotami (Ohlinger, 1996).

Minimalni pocCet vzorkl je obtizné obecné stanovit, je ho proto vétSinou nutné
stanovit empiricky. Schéma pro vzorkovani by mélo respektovat pedologickou a
geochemickou variabilitu pozemku, stanovené cile méfeni a byt vhodné pro
podminky dané lokality. Opét nelze doporucit univerzalni schéma, a jak uvadi Sarka

(1998) aplikované schéma je nakonec kombinaci téchto zakladnich schémat:

- NAHODNE SCHEMA (RANDOM). Lokality odbé&ru jsou uréeny nahodné&, vétsinou

respektujice zasadu rovnhomérného rozmisténi na plose.
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- UTRIDENE NAHODNE SCHEMA (STRATIFIED RANDOM). Zajmova lokalita je
rozdélena na nékolik okrsku (strat) podle odliSnych podminek a v kazdém okrsku je
uplatnéna nahodna lokalizace vzorku pfi odliSné hustoté na jednotku plochy. Utfidéni
(stratifikace) umozfiuje zachytit pfedem identifikovatelné odliSnosti mensich ploch,

které by mohly v nahodném nebo systematickém vzorkovani vypadnout.

- SYSTEMATICKE SCHEMA (SYSTEMATIC). Je zaloZzeno na vyty&eni pravidelné
vzorkovaci sité. Ta muze byt liniova, hvézdicova, trojuhelnikova, C&tvercova,
hexagonalni atp. Vyhodou je rovnomérné rozmisténi vzorkd na ploSe, lepSi moznost
uplatnéni statistickych a mapovych metod, zachyceni prostorové kontinuity pudnich
vlastnosti. Nevyhodou je moznost vynechani ,hot spots®, pokud systematicka sit' neni
dostatecné husta. Proto je mozné zvolit v ramci jedné vzorkované plochy i rozdilnou
hustotu vzorkovani. Napfiklad hvézdicové schéma se pouziva pro charakteristiku
bodovych zdroju kontaminace — stfed hvézdice je umistén do zdroje. V blizkosti
stfedu muze byt na paprscich zvolena vyssi hustota odbért. Optimalni vysledky pro
zachyceni ,hot spots® byly dosazeny aplikaci systematického schématu tzv.

herringbone.
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- CILENE SCHEMA (JUDGMENTAL). Lokality odb&ru vzorkl, pfipadné hustota
vzorkovani jsou urCovany podle pozadovaného cile a znamych pudnich poméra

(napfiklad zachyceni vSech pldnich typl na ploSe atp.)

3.2.3. Odbér vzork

Odbérova soustava nemusi byt nikterak komplikované zafizeni. V zasadé se sestava
z néjakého druhu vzorkovace, vétSinou se jedna o ocelovy valec €i vrtak o priméru 2
— 5 cm (Kristifek a Simek, 1998), v n&kterych piipadech postadi i obydejny ry¢,
lopatka ¢i nGz, dale vhodné nadoby ¢i plastového sacku, pfipadné zkumavky pro
ukladani vzorkl a popisovace pro oznaceni a rozliSeni vzorkd. Hloubka i primér
odebiraného vzorku zalezi jednak na pouzZivaném vybaveni, ale zejména na ucelu
vzorkovani. Pro mikrobiologické ucely byva hloubka odbéru v ramci mocnosti ornice
tedy vétSinou do 25 cm (Forster, 1995). U ornych pud v naSich zemépisnych Sifkach
se nejCastéji odebira svrchni ¢ast ornice, coz je svrchni zhruba 15 cm vrstva. Vzorky
z pudnich vzorkovacu ve tvaru valcovitych monolitd je mozné analyzovat jako celek
Ci je dle potfeby rozdélit na jednotlivé vrstvy, protoze aktivita a rozmisténi pldnich
mikroorganizml se v pudnim profilu s vzristajici hloubkou vyrazné méni. V pfipadé
pud s dobfe rozliSitelnymi jednotlivymi horizonty se tyto zpravidla analyzuji zvlast. |
kdyz v individualnich pfipadech muze byt zvolena strategie jina, pro studium sinic a
fas se zpravidla odebira svrchni 1 - 3 cm vrstva pudy, pro studium bakterii a
mikromycet svrchni 5, 10 nebo 15 cm vrstva, pro studium pudnich zivogichu svrchni
10 nebo 15 cm vrstva. Primér odebiraného vzorku takovato specifika nema, je
presto zadouci znat plochu vzorkovacCe, protoze pak Ize vysledky analyz lehce
prepoditat na jednotku plochy (Kristifek a Simek, 1998). Pro zvySeni preciznosti a
lepSi vypovidaci hodnotu vysledku je vS§ak vhodné stanovit si a dodrzovat jednotnou
hloubku odbéru.
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3.2.4. Transport vzorkt
Transport vzorkd do laboratorniho prostiedi by mél prob&hnout co mozna nejrychleji.
V idealnim pfipadé by mélo jesté na poli probéhnout zchlazeni, nebo alespor ulozeni
do tepelné izolovanych nadob a to z ddvodu omezeni zmén vzniklych teplotnimi
rozdily po odebrani a béhem pfepravy do laboratofe. Po odebrani neporusenych
pudnich vzorku je tfeba se vyvarovat vibracim a nefizenému pohybu vzorku (Forster,
1995).

3.2.5. Uprava vzork
Z odebranych vzorkl se nejprve odstrani vétSi kameny, viditelné casti rostlin,
pfipadni zivoCichové a nasledné se opét dukladné promisi. Pro fadu analyz se
smésny vzorek proseje pres sito s 2 mm oky (nejCastéji pouzivana sita maji oka o
velikosti 2 — 5 mm). Mlze se stat, Ze vzorek neni z divodu vihkosti & utuzeni mozné
uspésne prosit a proto je nutné ho nastrouhat na adekvatné hrubém struhadle. Po
proseti je vhodné opét vybrat rostlinné zbytky. V nékterych pfipadech se z duvodu
mozné kontaminace na situ dava pfednost jen ru¢nimu odstranéni vétSich castic.
DalSi nevyhodou prosivani je to, ze s hrubSi €asti pfipravime vzorek i o nékteré
mikroorganizmy (Ohlinger, 1996). Kristafek a Simek (1998) zjistili, Ze napf.
dehydrogenazova aktivita stanovena ve frakci ptdnich ¢astic mensich nez 0,25 mm
byla 0 22 % vySSi v porovnani s aktivitou ptdni frakce pod 2 mm. Méfeni provedli

ihned po proseti pudy.

3.2.6. Skladovani vzorku
Dle Forstera (1995), Ohlingera, (1996) ani Kristafka a Simka (1998) nejsou pro
skladovani vzorkl zatim v odborné literatufe dana zadna obecné zavazna pravidla.
Je to podle nich zpusobeno hlavné tim, Ze efekty vlivu skladovani byly autorem
zpracovany pouze pro jimi vybrany konkrétni zkoumany pfipad. Obecné se da fici, Zze
vzhledem k nepfirozenym podminkam a k fadé faktor(, které mohou ovlivnit vzorek
béhem skladovani, je vhodné provadét analyzy co mozna nejdfive po odbéru. To
vSak neni vzdy mozné, pro nékteré typy analyz, zejména pro stanovovani nékterych
aktivit mikroorganizmu, vhodné a jisté ne cela védecka verejnost by se na tomto

postupu shodla, protoze skladovani v urcitych podminkach muaze eliminovat zmény
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vzniklé odbérem, ktery mohl v mikrobialni biomase zpusobit velmi prudké zmény. Ma
se za to, Ze béhem skladovani se poméry ve vzorku opét stabilizuji, neni vSak zcela
jasné nakolik se mikrobialni spoleCenstvo ve vzorku podoba plvodnimu
spolegenstvu v ptidé v dobé& pred odbé&rem (Kristifek a Simek, 1998). Naopak se da
shodnout na tom, Ze je vhodné minimalizovat manipulaci se vzorky, zajistit jim
stabilni a standardni aeracni podminky, Cistotu a sterilitu a dodrzovat zakladni

hygienicka pravidla a normy.

Pokud je analyza prosetych vzorkl provedena do zhruba jednoho mésice od jejich
odebrani, je mozné je skladovat ve tmé pfi teplotach od 2 do 4 °C v klimatizovanych
mistnostech nebo lednicich. Takto uloZzené vzorky by nemély byt stlacené. Pokud by
doba skladovani méla prekro it jeden mésic, daji se vzorky skladovat zmraZzené na
teplotu -20 °C, v tomto pfipadé by vSak mélo dojit pouze k jejich homogenizaci a k
proseti by mélo dojit az po jejich rozmrazeni. Rozmrazovat vzorky se doporucuje
minimalné 5 dni pfed jejich analyzovanim a to opét pfi teplotach od 2 do 4 °C

v klimatizovanych mistnostech nebo lednicich (Ohlinger, 1996).

Napfriklad Elhottova a kol. (1998) provedla dva soubézné pokusy na sledovani zmén
mikrobialni biomasy v pribéhu skladovani vzorku pfi 4 °C. V obou pfipadech byly
zjistény signifikantni zmény v celkovém mnozstvi mikrobialni biomasy a to zejména
v prvnich dnech, zatimco po zhruba po dvou mésicich skladovani se mikrobialni
biomasa ustalila na konstantni hladiné. Pokles celkové mikrobialni biomasy byl
provazen narlistem biomasy bakterialni a byl tedy zpUsoben pfedevSim poklesem
biomasy mikromycet, coz bylo podle Elhottové a kol. (1998) zpusobeno tim, zZe
béhem mechanického zpracovani pady v ramci pfipravy vzorku pro analyzu doslo
k potrhani a naslednému odumfieni houbovych viaken. Narast bakterialni biomasy byl
doprovazen akumulaci zasobnich latek v bakterialnich bufkach, jez pfedchazi tvorbé
klidovych stadii, coz je ukazatelem, ze bakterie se v prvnich mésicich pfizpusobovaly
novym, nepfiznivym podminkam. Navrhuje proto, aby vzorky pro stanoveni mikrobni
biomasy byly po odbéru prfesety a dale uchovavany ve vlhkém stavu

v polyetylenovych sacécich po dobu nejméné dvou mésicu.

Vigwviiv s

jednoho zpusobu méfeni zachazet naprosto stejné (Forster, 1995).
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3.3. Mikrobialni aktivita pudy
Termin mikrobialni aktivita v ramci pldy zahrnuje v8echny biochemické reakce
vyvolané puadnimi mikroorganismy. Na rozdil od puadni biologické aktivity tedy
nezahrnuje pfispéni metabolickych aktivit padni fauny a flory (Nannipieri a kol.,
1990). Nékteré reakce, jako napfiklad padni respirace &i produkce tepla vyvolana
mikrobialni aktivitou, jsou vesmeés spojeny se vSemi, nebo alespori vétSinou pidnich
mikroorganismu. Zatimco procesy jako nitrifikace &i fixace dusiku jsou spojeny pouze
s konkrétnimi typy mikroorganizmu (Alef a Nannipieri, 1995). Spole€enstvi pudnich
mikroorganizmud je znaCné& ruznorodé, jakoz i funkce jednotlivych druhl. Jejich
aktivity vedou k uvolfiovani zivin a jejich zpfistupnéni rostlinam, maji i zasadni vliv na
biogeochemické cykly v padé, rozkladaji latky pudu znecistujici, nepfirozené,
stabilizuji pudni strukturu ¢i hospodafi s pudni organickou hmotou. Mikrobialni
aktivity jsou ovlivhovany a regulovany panujicimi zivinovymi pomeéry, teplotou,

vlhkosti pudy ¢&i stupném provzdusenosti Cili dostatkem kysliku (Dilly, 2005).

Méfeni pudni mikrobialni aktivity je zalozeno na pfitomnosti a pozorovani
neporusenych a aktivnich bunék mikrobl a je vlastné odrazem jejich fyziologického

stavu (Alef a Nannipieri, 1995).

Casto se mizeme setkat se soub&Zznym méfenim mikrobidlni aktivity v aktualnich
podminkach, tedy podminkach témér odpovidajicim podminkam panujicim na poli a
méfenim na vzorcich obohacenych o Zivny substrat jako je napfiklad glukoza.
V prvnim pfipadé mluvime o bazalné-aktualni aktivitt a ve druhém o aktivité
potencialni (Nannipieri a kol., 1990). Toto rozdéleni vSak i podle néj neni pfesné,
protoZze analyzy provadéné v laboratofich na prosetych vzorcich s optimalnim
nasycenim vodou a pfi optimalni teploté, by mohly byt povazovany za méfeni
potencionalni aktivity i pfes absenci Zivného substratu (Alef a Nannipieri, 1995).
Podle Dillyho (2006) ma na mikrobialni aktivitu vliv i doba trvani pokusu, le¢ vétsi
vahu pfisuzuje prostredi, ve kterém pokus probiha. V polnich pokusech, a to zvlasté
téch trvajicich nékolik tydnd az mésicl, mizou, podle né&j, ménici se podminky
pocasi v kombinaci s vlivem prabéhu méfeni znacné ovliviiovat mikrobialni aktivitu a
tim i vysledky. Na druhou stranu je takovéto pozorovani pro fadu pokusul pfesnéjSi a
vhodnéjsi, protoze v sobé zahrnuje i vliv faktorl prostfedi jako je teplota, dostatek
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vlhkosti a provzdusnéni ale také interakci mikroorganizmu s rostlinami a Zivocichy.
Naopak laboratorni prostfedi ma vyhodu ve stejnorodosti prostfedi, v némz pokusy
probihaji a faktory, které mohou zpusobit neZzadouci ovlivnéni vysledku, jsou zde
znacné eliminovany. DalSi vyhodou laboratorniho prostfedi je moznost porovnavani

dat z rlznych méfeni rdznych laboratofi.

3.3.1. Pudni respirace
Padni respirace je jednim znejstarSich, ale presto stale pravdépodobné
nejpouzivanégjsim zpusobem stanoveni padni mikrobialni aktivity (Kieft a Rosacker,
1991).

Padni respirace je spojena s celou Sirokou Skalou pudnich mikroorganizmu, avSak
dominantni roli zfejmé zaujima biomasa pudnich hub nasledovana biomasou
pudnich bakterii. Jejich pomér a jejich podil na celkovém mnozstvi uvolnéného oxidu
uhli¢ittho mize byt i urCujicim faktorem pro hodnoceni kvality pid a pro zplsob

hospodareni na nich (Pell a kol., 2006).

Aktivni Zivot bunék vyZaduje neustaly pfisun energie, coZz pro heterotrofni
mikroorganizmy znamena jeji transformaci z organickych latek jako je napfiklad
celuléza, bilkoviny, nukleotidy ¢&i humifikované slozky. Energii dodavajici reakce
v burikach maiji redoxni charakter a jsou zaloZzeny na pfenosu elektronu od donora
k akceptoru. Respiraci, jez je oxidaci organickych latek aerobnimi mikroorganizmy,
dochazi k pfijeti elektronu a uvolnéni oxidu uhli¢itého a vody. Metabolické aktivity
pudnich mikroorganizmd tak mohou byt kvantitativné charakterizovany pomoci

méfeni produkce CO,, pfipadné spotfeby O, (Nannipieri a kol., 1990).

Dle novéjsi definice Pella a kol. (2006) je respirace procesem pravdépodobné
nejuzeji spjatym s Zivotem, kterym je aerobnim i anaerobnim ziskavani energie,
v némz organické i anorganické slouceniny slouzi mikrobialni bunce jako primarni
donor elektronu a vstfebané zoxidované latky slouzi jako cilovy elektronovy akceptor.
Béhem respirace prochazi energii obsahujici latka procesem glykolyzy, citratovym

cyklem az do elektronového respiraéniho fetézce.

O néco méné sofistikovana definice padni respirace uvadi, Zze béhem procesu je

prijiman kyslik ve stejném Case, jako je uvolfiovan oxid uhlicity (Dilly a kol., 2000)
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V pldnim ekosystému se vSak vyskytuji i jiné zdroje oxidu uhli¢itého nez
mikroorganizmy, které pak mohou ovlivnit vysledky zejména pfi méfeni in situ.
K takovym muze patfit napfiklad fermentace nebo abiotické procesy jako uvolfiovani
oxidu uhli¢itého z uhli€itanu (Pell a kol., 2006). DalSim velmi dalezitym zdrojem oxidu
uhliitého v padé patfi kofeny rostlin, které z celkového mnozstvi stoji za produkci
zhruba 12 - 30 %. Za respiraci vS8ak musi byt brana i fada anaerobnich procesu kdy
jsou naptiklad NOgs, Fe®* nebo SO, anaerobnimi mikroorganizmy vyuzity jako
elektronové akceptory a tak neni molekula kysliku spotfebovavana jako pfi aerobni
respiraci. Proto pokud se produkce oxidu uhliCittho a soubé&zna spotfeba kysliku
bere jako indikator padni respirace, jedna se pouze o pldni aerobni respiraci a ne
fermentaci (Pell a kol., 2006).

Padni respirace je také ovlivnéna panuijici teplotou, pudni vihkosti, pfistupnosti zivin,
strukturou pudy €i vétrnymi podminkami. Optimalni obsah vody pro pudni respiraci
se pohybuje zhruba v rozmezi 50 — 80 % maximalni vodni kapacity v zavislosti na
pudnim druhu (Pell a kol., 2006). Aktivita vétru a s ni spojené vysusovani pudy ma
na respiraci pldnich mikroorganizmd zasadni vliv. Ve znovu ovlhéenych vétrem
vysusenych pudach dochazi z pocatku diky fyzikalnim a chemickym procesum
k velmi razantnimu narlGstu aktivity, coz je pravdépodobné dulsledek uvolnéni
jednodu8e degradovatelnych organickych slou€enin, jako jsou napfiklad
aminokyseliny nebo organické kyseliny. Znovuovlihéenim vétrem vysuSenych puad
obsahujicich uhli¢itany dochazi také k uvolnéni abiotického oxidu uhliCitého a proto
se pfi zkoumani respirace u takovych plad uziva méfeni zalozeného na spotiebé
kysliku (Alef, 1995).

Uhlik tvofi v priméru asi 50 % z celkového zastoupeni prvkua v rostlinnych i
zivoCiSnych pletivech. Rozkladem jejich zbytkd tudiz kromé asimilace béhem
bunétné syntézy dochazi k jeho uvolfiovani do atmosféry a to v podobé oxidu
uhli¢itého. V pfipadé dekompozice celulézy, hemicelulézy, cukrd a Skrobu
houbovitymi mikroorganizmy a aerobnimi bakteriemi v ptdé&, je 50 — 80 % z celkové
uvolnéného uhliku pravé v této formé (Waksman, 1961). Waksman (1961) pfi
pokusech s rozkladem ryzové slamy mimo puadu, v laboratornich podminkach pouze
s Cistymi kulturami mikroorganizmu, pozoroval, Ze z celkového mnozstvi oxidu

uhli¢itého je do okoli uvolnéno primérné 72 — 83 %.
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3.3.2. Respirac¢ni kvocient
Respirac¢ni kvocient (RQ) se vyjadfuje jako podil uvolnéného oxidu uhli¢itého ku
spotfebovanému kysliku a vypovida o fyziologickém stavu padni mikrobialni biomasy
(Alef, 1995). Jeho hodnota by teoreticky méla byt 1, ale v praxi je ve vétSiné pfipadu
niz8i, takze pfijem kysliku byva vSeobecné vySSi nez produkce oxidu uhli¢itého, coz
muze byt dle Dillyho (2005) zpusobeno soucasné probihajicim rozkladem lipidd,
bilkovin €i ligninu, huminovych kyselin, pfipadné nitrifikaci a oxidaci metanu. Pfi
anaerobnich podminkach anabolické procesy a mineralizace organickych kyselin

mohou hodnoty respiracniho kvocientu zvysit na vic nez 1.

3.3.3. Bazalni padni respirace

Bazalni pudni respirace je definovana jako respirace bez pfidani zivného substratu a
jeji méfeni byva samostatné pouzivano pfevazné pro dlouhotrvajici pokusy, u nichz
se sleduje napfiklad stupen mineralizace nékterych latek, pfipadné pro kratkodobéjsi
pokusy, jejichz cilem je napfiklad stanoveni vlivu herbicidd na pUdni mikrofloru
(Schinner a kol., 1996). Je zaloZzena na vyrovnané respiraci, pfi které dochazi
k dekompozici organickych latek pfrevazné 2z padni zasoby. Hodnoty basalni
respirace odrazi jak kvalitu zdroje uhliku, tak jeho mnozstvi. Basalni respirace muze
také udavat schopnost pudy vyrovnat se s nezadoucimi podminkami &i parametry a
to jak pro danou lokalitu pfirozenymi, tak zpusobenymi antropogenni €innosti (Pell a
kol., 2006).

3.3.4. Substratem indukovana pudni respirace
Substratem indukovana pldni respirace je respirace méfena po pfidani nékterého
druhu zivného substratu (Alef, 1995). Dilly (2005) pozoroval, ze pfidani glukézy
obecné vede k mobilizaci metabolickych procesu a ke stimulaci rlstu mikrobialni
biomasy a k enzymatické aktivité. Hodnoty respiracniho kvocientu se béhem prvnich
Ctyf hodin od pfidani blizi 1 a v dobé od Ctyf do 24 hodin se Casto dostavaly az
k hodnoté 1,3. Tyto zvySené hodnoty vysvétluje pravé naristem mikrobialni biomasy,
jeji vySsi glykolytickou aktivitou a oxidovanim glukdzy na vyssi stupefi. Podminky pro

substratem indukovanou respiraci se samozfejmé pfirozené nevyskytuji a standardni

23



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

roCni pfisun energie do pudy dovoluje mikrobialnim spolecenstvim se rozmnozovat
jen nékolikrat do roka (Dilly, 2005).
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4. Zarizeni, material a metodika
Pokusy probéhly roku 2011 v laboratofi Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
Fakulty agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemé&délské univerzity

v Praze.

4.1. Zarizeni OxiTop OC 110
Zakladem méreni byl pfistroj OxiTop OC 110 némecké firmy WTW. Jedna se o
manometricky pfistroj pracujici na principu méfeni zmény tlaku v uzaviené soustavé.
Podtlak vznika na zakladé spotfeby kysliku aerobnimi mikroorganizmy, pfi ¢emz
dochazi k produkci CO,, ktery je zachycovan absorpénim Cinidlem. Mira zmény tlaku
v nadobé je tedy pfimo zavisla na spotiebé kysliku. Zména tlaku je zaznamenavana
automaticky tlakovym cidlem umisténym v méfici hlavici a to ve stejnych intervalech
360x za dobu mérfeni, pfipadné je mozné odecist a zaznamenat prabéznou hodnotu
manualné a to maximalné 10x pro kazdy vzorek. Z méfici hlavice se nasledné
pomoci sbérné jednotky (kontroloru) odebiraji naméfena data. Z kontroloru lIze
naméfené vysledky prenést pomoci programu Achat OC do pocitate k naslednému

Zpracovani.

4.2. Puadni vzorky
Vzorky pldy byly odebrany z dlouhodobého pokusu KAVR Fakulty agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroji Ceské zemé&délské univerzity v Praze a to
v terminech 17. 8. 2011 a 21. 10. 2011. Pro odbér byly vybrany varianty Hnuj, NPK a
Kontrola a to zejména kvuli riznorodosti jejich charakteru a tak i pfedpokladanym
moznym odliSnostem v hodnotach, kterych by u nich mohla mikrobialni aktivita

dosahovat.

4.2.1. Schéma a systém odbéru
Odbéry vzorku probihaly podle ,Systematického schématu“ ( viz str. 16). Z kazdé
varianty bylo pomoci padniho vrtaku odebrano dvanact dil€ich vzorkua z profilu do 15-
20 cm. Z téchto jednotlivych vpichu byl vytvofen smésny vzorek, ktery byl jesté na

25



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

poli v igelitovém pytli mechanicky rozmélnén. PocCet vpichl z kazdé varianty byl
stanoven na zakladé celkové potfeby zeminy pro vS8echna provadéna mérfeni,

celkové tak bylo odebrano okolo 2,5 kg zeminy z kazdé zkoumané varianty.

4.2.2. Uprava vzorki pied skladovanim
Cerstvy vzorek byl po preneseni do laboratofe znovu dikladn& mechanicky
rozmélnén a promisen. V pfipadé prvniho odbéru byl z ddvodu vysSi vihkosti smésny
vzorek nastrouhan na 2 mm struhadle a v pfipadé druhého odbéru byl vzorek prosety
na 2 mm sité. V obou pfipadech byly jesté pfed Upravou ze vzorkl odstranény zbytky

rostlin, semena, pudni zivo€ichové a vétsi ¢asti hornin.

4.2.3. Skladovani vzork
Upravené vzorky byly skladovany nestlaCené v plastovych nadobach bez pfistupu
vzduchu pfi teploté 4°C. V pfipadé prvniho odbéru skladovani trvalo dva tydny a

v pfipadé druhého ftfi tydny.

4.3. Zkusebni méreni

4.3.1. Stanoveni vhodnych parametri pro nastaveni a praci s pristrojem
OxiTop OC 110

Prfed zapocCetim prace bylo nejprve nutné se podrobné seznamit s moznostmi,
omezenimi a zplsobem méfeni na pfistroji OxiTop OC 110. Byly proto odebrany
zkuSebni vzorky, se kterymi bylo odstartovano pokusné méfeni. Sledovana byla
velikost navazky, tak aby byl vzorek dostateCné reprezentativni a pfitom hodnoty
vzniklého podtlaku, zejména u méfeni substratem indukované respirace,
nepresahovaly nastavené limity pojistnych ventild hlavic. Dale bylo sledovano
dostateCné mnozstvi a koncentrace absorpcniho Cinidla, tak aby b&éhem méfeni
nedoslo k vyCerpani jeho kapacity a vhodna doba trvani méfeni, tak aby ve

vysledném grafu byly patrné vSechny podstatné zmény v mikrobialni aktivité.
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4.3.2. Schéma ridici jednotky (kontroloru)

) )
A

~———— ~————

) )
C

~———— ~————

) )
E

Seznam klaves a funkénich prvk

,komunikace s mérici hlavici“
~Sprava vzorku*

»Zobrazeni naméfenych hodnot*
JLisk®
Lhastroje/nastaveni/moznosti*
LZapnuti/vypnuti pFistroje”
Lpotvrzeni zadani“

»Pohyb kurzoru nahoru/vpravo,
zvySeni hodnoty Cisel

»Pohyb kurzoru dolu/vlevo, sniZzeni
hodnoty éisel

Ldisplay”

#IR port”
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v wr

4.3.3. Schéma mérici soustavy

1- ,mévici hlava*“ 1
2- a, ,tlakové ¢idlo“b, ,IR port® ’a
3- ,PU viozka

4- ,nadobka na absorbér CO,“ \\ 2b /

5- tésnéni“ ~—
6- ,dotahovaci uzavér”
” 5
7- inkubaéni lahev* \\
8- ,méreny vzorek” 3
6
q
7
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4.4. Méreni na pristroji OxiTop OC 110

4.4.1. Pracovni postup pripravy
VSechny soucasti méfici soustavy je tfeba dokonale umyt a oplachnout destilovanou
vodou. Dale je tfeba je nechat rozloZzené vyschnout tak, aby se pfed pouZitim na

zadné z éasti nenachazela vihkost.

Na dno inkubacni lahve (7) se rovnomérné rozprostie vzorek (8) a necha se
spole¢né s ostatnimi ¢astmi soustavy alespor 30 minut vytemperovat. Temperovat je
treba i ostatni material & pomucky, které se budou pouzivat (pipety, injekéni

stfikacky, banky s absorpénim Cinidlem, zivnym roztokem, vodou, atd.)

Do lahvi, ve kterych se méfi substratem indukovana respirace, se stejnomérné pfida
zivny substrat, v pfipadé tohoto méreni se jednalo o 25 % roztok glukdézy v mnozZstvi
0,4 ml na kazdych 10 g vzorku. Pada v lahvich, ve kterych se méfi basalni respirace,
se ovlhéi adekvatnim mnozstvim H,O. Do nadobky (4) na absorpCni roztok se

napipetuje 5 ml adekvatné koncentrovaného roztoku NaOH.

Pevné a opatrné se seSroubuje naplnéna nadobka (4) a tésnéni (5), vlozi se do hrdla
inkubacni lahve (8) a dotahne uzavérem (6). Skrz tésnéni (5) se nasadi vloZzka (3) a
nasroubuje méfici hlava (1) tak, aby byl citit dostateény odpor, avSak je tfeba dat

pozor na strzeni zavitu.

4.4.2. Popis funkci klaves na kontroloru

A- VeSkera komunikace s méfici hlavici - start méfeni, vyvolani konecnych i
prubéznych dat, zobrazeni nebo zména nastavenych parametri (doba
méfeni, zména Cisla vzorku, pfed€asné ukonceni...).

B- Zobrazeni seznamu vzork(l s ikonou ukazatele stavu prabéhu méreni
(prazdna & nedokon&ena ikona = aktualné méteny vzorek, plna ikona + v =
dokonené meéfeni). Po zmacknuti se jako prvni zobrazi naposledy
odstartované vzorky, stiskem Ci drzenim kurzorové klavesy H se Ize dostat
k dfive odstartovanym a starSim vzorkam.

Pokud je spusténo méreni, zobrazi se seznam ihned po zapnuti kontroloru.
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C- Po zvoleni konkrétniho vzorku ze seznamu zobrazi jeho hodnoty graficky i
giseln&. Ciselna hodnota udava bud naposledy odeétenou hodnotu vzorkd, u
nichz pravé probiha méfeni, ¢i hodnotu v dobé ukonéeni méfeni. Pro ziskani
Ciselnych udaju z prabéhu meéfeni je tfeba zmacknout klavesu G a pomoci
kurzorovych klaves H a | se pohybovat grafem.

D- Kontrolor je mozné pomoci IR portu pfipojit ke specialni tiskarné TD100 a

stiskem této klavesy iniciovat tisk.

m

Veskeré nastaveni, kontrola i udrzba méfici soustavy - nastaveni provoznich

rezimu, doby méfeni, zména jazyka, mazani paméti, atd.

F- Ridici jednotku zapina a vypina.

G- Potvrzeni volby zadani, v nékterych pfipadech navrat o krok zpét.

H- Slouzi pro pohyb nahoru v menu displeje, zvySuje hodnoty pfi nastaveni
mérfeni, pohyb kurzoru smérem vlevo v ramci grafu.

I- SlouZi pro pohyb dolu v menu displeje, snizuje hodnoty pfi nastaveni méreni,

pohyb kurzoru smérem vpravo v ramci grafu.

4.4.3. Nastaveni fidici jednotky (kontroloru)
Kontrolor se zapne stiskem klavesy F a nasledné se provede zakladni pozadované

nastaveni.

Stiskne se kladvesa E a v menu se vybere volba nastaveni (settings), potvrdi se
kldvesou G, jejim dalSim stiskem na pfisludné volbé nastaveni se zvoli pracovni
rezim (operation mode) v tomto pfipadé tlak p (pressure p), pomoci klaves H a | se
nastavi doba méfeni (measuring time), nastavi se aktualni datum a ¢as (date/time),
je vhodné vypnout rezim GLP (good laboratory practice), pro praci v provoznim
rezimu tlak p neni podstatny a jeho vypnutim se uSetfi opétovné nastavovani pred
kazdym méfenim. Dale je zadouci nastavit pod volbou pamét (memory) manualini
mazani naméfenych hodnot, v opatném pfipadé dojde pfi odstartovani nového
mérfeni k automatickému vymazani celé paméti. Dale je mozné nastavit automatické
usporné vypnuti (swich-off interval) v rozmezi 5-15 minut, hodnotu limitniho tlaku
(limit pressure) v rozmezi 50-500 hPa a jazyk komunikace displeje (language) vybér

je z anglictiny a némdciny.
VSechny vy$e zminéné volby potvrzujeme klavesou G.
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4.4.4. Spusténi méreni
Po provedeni zakladniho nastaveni se stiskne klavesu A a zvoli se start méfeni (start
sample), kontrolor nabidne ke kontrole informace o nastaveni a dobé& ukonceni
mérfeni. Po zkontrolovani se volba potvrdi. Na displeji se objevi vyzva k pfiblizeni
kontroloru k méfici hlavici (please hold controller to ¢). Kontrolor se ze vzdalenosti
cca 5 cm namifi na méfici hlavici. Po uspéSném spusténi se ozve zvukovy ton a na
displeji se objevi !started!, za cca 5 vtefin se znovu objevi nabidka na start méfeni,

takto se pokracuje az do odstartovani vSech vzorkU, poté je mozné pfistroj vypnout.

4.4.5. Vyvolani prtiibéznych hodnot

a, vSech vzorku najednou

Zapne se fTidici jednotka, na displeji se objevi seznam pravé méfenych vzorkd.
Stiskne se klavesa A a zvoli moznost ,call up all data” Kontrolor se pfidrzi ve
vzdalenosti do 1 m od vSech méficich hlavic, IR porty na hlavicich postupné ¢ervené
zablikaji a ozve se zvukovy signal. Nyni je mozné po stisknuti klavesy B, volbé
konkrétniho vzorku a stisknuti klavesy C vidét momentalni hodnotu tlaku v lahvi a

dosavadni pribéh méreni.
b, jednotlivych vzork

Zapne se fidici jednotka, na displeji se objevi seznam pravé mérenych vzorkd. Zvoli
se pozadovany vzorek a stiskne klavesa G. V zobrazeném menu se zvoli
~-momentary value“ a kontrolor pfidrzi ve vzdalenosti do 1 m od odpovidajici méfici
hlavice. Po svételném i zvukovém signalu se na displeji objevi zjisténa aktualni
hodnota s moznosti jejiho uloZeni (save). Po této volbé se kontrolér vrati na zakladni

menu ,momentary value”.,

Prabéznych hodnot Ize pro kazdy vzorek ulozit maximalné 10.
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4.4.6. Vyvolani dat po skon¢eni doby méreni
Postup je stejny jako u vyvolani veSkerych dat pro vSechny vzorky najednou. Zapne
se fidici jednotka, na displeji se objevi seznam pravé mérenych vzorkud. Stiskne se
klavesa A a zvoli moznost ,call up all data”. Kontrolor se pfidrzi ve vzdalenosti do 1
m od vSech méficich hlavic, IR porty na hlavicich postupné Cervené zablikaji a ozve
se zvukovy signal. Po stisku klavesy B, volbé konkrétniho vzorku a stisknuti klavesy

C je mozné vidét konecné hodnoty a vysledny graf.

Bezprostfedné po vyvolani dat po skonceni doby méfeni jsou hlavice pfipraveny
k dalSimu méfeni a v seznamu vzorkl jsou naméfené vzorky oznaceny jako

ukond&ené (plna ikona + ).

4.5. Dvacetihodinovy respirometricky test
Do Erlenmayerovych banék s pfesné stanovenym objemem se navazi 50 g vzorku
pudy. Od kazdé varianty se zalozi dvé opakovani pro bazalni respiraci a dvé
opakovani pro respiraci substratem indukovanou. Puda se ovihéi H,O respektive
pfidame 25 % roztok glukézy v mnozstvi 0,4 ml na kazdych 10 g navazky. Uzavie se
pryzovou zatkou, kterou prochazeji dvé sklenéné rourky ukonéené gumovou
hadiCkou, ktera se uzavie sklenénou tyCinkou. Takto pfipravené vzorky se na 20
hodin ulozi do komorového termostatu 30 °C. Zaroven je tfeba pfipravit cca 10 |

koncentrovaného roztoku NaCl.

Po dvaceti hodinach se provede méreni mnozstvi vyprodukovaného CO, Roztokem
NaCl se jednou z hadiCek prochazejicich zatkou zvolna naplfiuje Erlenmayerova
barfikka se vzorkem, &imZ se z ni vytésnuje smés vzduchu a CO,. Tato smés je
druhou z hadi€ek vhanéna do interferometru, kde se prosvécuje a pomoci hledani
shody barevnych skal kontrolni (bez CO;) a méfici trubice se odecte hodnota, ktera
nasledné slouzi k vypoc¢tu mnozstvi vyprodukovaného CO..

32



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

4.6. Titracni metoda méreni pldni respirace

Princip tohoto méfeni spociva v titrovani absorp¢niho Cinidla z méfici soustavy 0,5M
H,SO,.

Nadobku i ostatnich casti, jez pfiSly s absorpénim Ccinidlem do styku je tfeba
demineralizovanou H,O vyplachnout do kadinky. Nasledné se pfida 1 ml BaCl, a 0,5
ml fenolftaleinu. Tento roztok titruieme 0,5M H,SO, az do uplného odbarveni.
Mnozstvi spotfebované H,SO, pak slouzi ke stanoveni mnozZstvi absorbovaného
CO..

Tato metoda slouzila predevSim pro stanoveni potfebné koncentrace a mnozZstvi
NaOH, ktery byl pouzit jako absorpéni €inidlo pro méfeni na OxiTopu. Plvodni zamér
pouzit tuto metodu jako srovnavaci nedoSel naplnéni a to zejména z divodu obtizné
proveditelného bezeztratového vyjmuti nadobky na absorpéni Cinidlo. Po ukonceni
meérfeni je totiz vlivem podtlaku tfeba vSechny zavity na méfici soustavé povolit
pomérné velkou silou, pficemz muze dojit k CasteCnému rozliti Cinidla, a tim se

meéfeni pro srovnani stava neprikaznym.
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5. Vysledky

5.1
K zakladnimu nastaveni pfistroje bylo pouZzito navodu k obsluze pro OxiTop OC 110
a Standardni operaéni procedury SOILETOX-SOP-14 (Cernohlavkova, 2006).

Nastaveni pristroje OxiTop OC 110

Pro ucely této prace byl zvolen provozni rezim tlak p. Hodnota limitniho tlaku byla
nastavena na — 250 hPa. Jako jazyk komunikace byla zvolena angli¢tina. Z divodu
snazS$i obsluznosti byla vypnuta funkce GLP (good laboratory practice), tudiz nebylo

nutné pfistroj pfed kazdym méfenim opétovné nastavovat.

5.2. Stanoveni parametri pro méreni

5.2.1. 1. zkuSebni méreni
Pro 1. zkuSebni méfeni bylo rozhodnuto o navazkach pudy 10 g a 30 g. Obé navazky
byly zalozeny ve dvou opakovanich pro méfeni bazalni respirace (BSK) a dvou
opakovanich pro méfeni substratem indukované respirace (s pfidavkem 25 %
roztoku glukézy v mnozstvi 0,4 ml/10 g). Délka méfeni byla stanovena na 14 dni.
Jako absorpéni Cinidlo bylo pouzito 5 ml 1M roztoku NaOH. Vzorky nebyly
stratifikovany. Vysledky viz Tab. 1 a Graf 1 a 2.

Typ vzorku | Navazka 10 g | Navazka 30 g Spotfeba H,SO, | Spotfeba H,SO,4
Hodnota Hodnota pfi titraci (ml) pfi titraci (ml)
minimalniho minimalniho Navazka 10 g Navazka 30 g
tlaku (hPa) tlaku (hPa)

BSK #1 -12 -17 4,1 2,5

BSK #2 -9 -20 4,0 2,4

Glukoza #1 | -68 -170 2,3 0,0

Glukoza #2 | -91 -173 2,2 0,0

Tab. 1: vysledky 1. zkuSebniho mé&feni.
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Z naméfenych hodnot poklesu tlaku v soustavé jsou patrné vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi opakovanimi zejména u 10 g navazky, varianty s pfidavkem glukozy.
Coz je pravdépodobné dusledek nerovhomérného rozloZeni vzorku na dné inkubacni
lahve, pfi ¢emz mohlo dojit k nestejnomérnému obohaceni glukézou, pfipadné

aplikaci mimo samotny vzorek. Navazka 10 g se proto jevi jako nedostatecna.

Hodnoty poklesu tlaku pfi 30 g navazce jsou mezi jednotlivymi opakovanimi pomérné

vyrovnané. Z ¢ehoz vyplyva, Ze 30 g navazka je dostateCna.

Z vysledku titrace v8ak vyplyva, Ze pfi méfeni substratem indukované respirace 30 g
navazky byla kapacita 5 ml 1M roztoku NaOH zcela vy&erpana. ReSenim by mohlo
byt vétSi mnozstvi absorpcniho Cinidla €i jeho silnéjSi koncentrace. ZvySeni mnozstvi
absorpcniho Cinidla neni vzhledem k omezenému objemu pfisluSné nadobky mozné
a tak bylo pfistoupeno na zvySeni koncentrace NaOH z 1M na 2M. Spotfeba H,SO4

pfi kontrolni titraci nepouzitého 1M roztoku NaOH byla 4,8 ml.

Pfedpoklad prabéhu zmény tlaku v soustavé pocital po urCité dobé s ustalenim
snimanych hodnot, k ¢emuz, jak je patrné z Grafu 1, po &trnacti dnech méfeni BSK
na 30 g navazce nedoslo. Pfi obohaceni substratu glukézou dochazi k rychlejSimu
narastu aktivity a mnozeni mikroorganizmu, ale také k jejich rychlejSimu vyCerpani
(viz Graf 2), kdy uz po cca deseti dnech dochazi k ustaleni hodnot tlaku. (Prabéhy
mérfeni ostatnich variant maji velmi podobny charakter a z didvodu zachovani
rozsahu prace zde nejsou uvedeny). Pro méfeni respiracniho potencialu plidy je tak
doba 14 dni dostate¢na, avSak pro dosazeni Uplnych vysledkd pfi méfeni basalni

respirace je tfeba dobu prodlouzit.
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ZkusSebni méreni, navazka 30 g, BSK
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Graf 1: pfiklad prabéhu 1. zkuSebniho méfeni - BSK

ZkusSebni méreni, navazka 30 g, glukdza
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Graf 2: pfiklad prubéhu 1. zkuSebniho méfeni - s pfidavkem glukézy
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Druhé kontrolni méfeni bylo zaméfeno pfedevsSim na zjisténi vhodnosti pouziti 2M

roztoku NaOH jako absorpcniho €inidla a dale na upraveni navazky a doby méreni.

Pro zjiSténi dostatku kapacity byly zaloZeny pouze varianty s pfidavkem ZzZivného

substratu. Navazky Cinily 10 g a 20 g a ke kazdé bylo pouzito 1M i 2M roztoku NaOH

a to vzdy ve dvou opakovanich. Vysledky viz Tab. 2. Pro zjiSténi vhodné doby

méfeni byla zaloZena varianta BSK s 20 g navazkou ve dvou opakovanich. Doba

méfeni vSech variant byla stanovena na 20 dni. Vysledky viz Graf 3 a 4. VSechny

vzorky byly 2 tydny stratifikovany.

Typ Navazka 10 g | Navazka 20 g Spotieba Spotfeba
absorp¢niho | Hodnota Hodnota H,SO, pfi titraci | H,SO4 pfi titraci
¢inidla minimalniho minimalniho (ml) (ml)
tlaku (hPa) tlaku (hPa) Navazka 10 g Navazka 20 g

1M NaOH #1 | -93 -163 2,6 0,3

1M NaOH #2 | -101 -164 2,4 0,2

2M NaOH #1 | -107 -164 7,1 53

2M NaOH #2 | -106 -163 7,1 54

Tab. 2: vysledky 2. zkusebniho méfeni

Z vysledku vyplyva, Zze v naméfenych hodnotach minimalniho tlaku u 10 g navazky

jsou opét patrné rozdily. Hodnoty u 20 g navazky jsou naopak velmi vyrovnané, a

proto se jevi, podobné jako 30 g navazka, jako vhodna pro méfreni na OxiTopu.

Zaroven lze fici, Zze vysledky obou sledovanych variant jsou u 2. zkuSebniho méfeni

vyrovnanéjsi

pravdépodobné zplUsobena procesem stratifikace,

vV porovnani

s 1.

zkuSebnim mérenim.

Tato

k minimalizaci vlivu odbéru na padni mikroorganizmy.

skuteCnost je

béhem kterého dochazi

Pro obé navazky v tomto pfipadé byla dostateCna i nizSi z koncentraci absorpcniho

¢inidla, avSak u 20 g navazky varianty s 1M roztokem byla kapacita NaOH témér

vyCerpana. (Spotfeba H,SO, pfi kontrolni titraci nepouzitého 1M roztoku NaOH byla

4,7 ml). Pfi pfipadnych vétSich projevech mikrobialni aktivity by tedy kapacita

nemusela byt dostateCna. Naopak u varianty s 2M roztokem a 20 g navazky nebyla

kapacita vyCerpana ani z poloviny, protoze spotfeba H,SO, pfi kontrolni titraci
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nepouzitého 2M roztoku NaOH byla 9,4 ml. Vzhledem k vysledkim tohoto méfeni je
tedy vhodné pouzivat 2M roztok NaOH.

Z Grafu 3 a 4 je patrné, Ze k ustaleni poklesu tlaku u obou opakovani doslo zhruba
po Sestnacti dnech od odstartovani méfeni. 20 dni se proto zda byt jako dostatecna

doba pro méfeni pribéhu basalni respirace.

ZkusSebni méreni, navazka 20 g, BSK

tlak (hPa) :8 \—'—\“ l_w
-10
- AL

-14

cas (dny)

Graf 3: prubéh 2. zkuSebniho méfeni — BSK, 1. opakovani

ZkusSebni méreni, navazka 20 g, BSK

tlak (hPa) -6 '
-8 I

-10 '—[

-12

cas (dny)

Graf 4: pribéh 2. zkuSebniho méfeni — BSK, 2. opakovani
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5.3. Modelové srovnavaci méreni respirace na diouhodobém pokusu
KAVR

5.3.1. Odbér 17. 8. 2011
Pro prvni modelové méfeni na OxiTop OC 110 byly zvoleny 30 g navazky.
Dvacetihodinovy respirometricky test probihal na 50g navazkach. Zkoumané varianty
byly Hndj, NPK a Kontrola, ve verzich pro méfeni BSK a substratem indukovana

respirace, vzdy ve dvou opakovanich.

Principy obou méfeni jsou zcela odliSné. OxiTop méfi na zakladé detekce tlaku
respektive vyvoji hodnot podtlaku v uzaviené soustavé béhem dané doby.
Dvacetihodinovy respirometricky test interferometricky stanovuje zastoupeni CO»
obsazeného ve smési plynd, jez vznikla béhem doby méfeni, naslednym vypoctem

se stanovuje jeho vyprodukované mnozstvi za 20 hodin. Vysledky viz Tab. 3

20h Respirometrie OxiTop — OxiTop — Hodnoty
— Produkce CO, | hodnoty tlaku po | minimalniho tlaku
(mg) 20h (hPa) (hPa)
o 15,720 0 -14
Hndj BSK 15,458 0 12
14,148 0 -9
NPKBSK 13,886 0 -10
12,838 0 -4
Kontrola BSK 12.576 0 P
Hndi alukéza 45,588 -9 -204
19 41,396 8 204
. 43,492 -9 -203
NPK glukoza 42,182 10 203
. 40,610 -7 -200
K la gluk ’

ontrola glukéza 41,685 3 199

Tab. 3: Vysledky modelového méfeni z odbéru 17. 8. 2011

5.3.2. Odbér 21. 10. 2011
Pro druhé modelové méfeni na OxiTop OC110 byly zvoleny 20 g navazky.
Dvacetihodinovy respirometricky test probihal dle standardni metodiky opét na 50g

navazkach. Zkoumané varianty zustaly stejné - Hndj, NPK a Kontrola, ve verzich pro
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méfeni BSK a substratem indukovana respirace, vzdy ve dvou opakovanich.

Vysledky viz Tab. 1

20h Respirometrie

OxiTop - hodnoty

OxiTop - Hodnoty

- Produkce CO2 tlaku po 20h minimalniho tlaku
(mg) (hPa) (hPa)

o 6,550 0 12
Hnuj BSK 5812 0 o
6,288 0 8
NPK BSK 6,026 ° E
5,240 0 4
Kontrola BSK 5502 0 =
Hnaj glukodza 37,204 -8 -126
19 38,252 -8 -129
. 37,990 -8 -123
NPK gluk6za 36.042 . o
Kontrola glukéza 34,060 -6 -117
d 33,536 -6 -110

Tab. 4: Vysledky modelového méfeni z odbéru 21. 10. 2011

Zmény tlaku variant BSK nejsou pfi méfreni na OxiTopu po dvaceti hodinach patrné,

coz je zpusobeno tim, Ze minimalni jednotkou, jejiz zménu je OxiTop schopen

zaznamenat je 1 hPa, coz je hodnota, které pravdépodobné nebylo dosazeno. U

variant s pfidavkem glukézy je jiz zména zfejma, avSak vzhledem k jiz zmifiované

citlivosti méfeni nejsou hodnoty pfili§ prikazné.

Hodnoty minimalniho naméfeného tlaku jiZ porovnatelné s respirometrickym testem

jsou.

Na zakladé porovnani diferenci mezi jednotlivymi variantami v zasadé

koresponduiji s vysledky dvacetihodinového testu. U pokusu hnojeného hnojem byly

naméfeny nejvysSi hodnoty poklesu tlaku i produkce CO,. Hodnoty u pokusu

hnojeného NPK dosahovaly stfedni urovné a nejmensi mikrobialni aktivita byla

pozorovana u nehnojené varianty Kontrola.

Grafy respiracnich kfivek téchto dvou modelovych méfeni jsou uvedeny v kapitole 9.

Prilohy.
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6. Diskuze

Pro odbér, skladovani a zpracovani vzorkd pro méfeni padni respirace neexistuje
vSeobecné pfijimana universalni metodika. Jistym voditkem muzZe byt norma I1SO
10381-6 (2009), avSak ne vzdy je vhodné a Zadouci se této normy drzet a tak je
standardnéjSim postupem stanoveni viastni metodiky reflektujici lokalni podminky a

individualni cile.

Odbér vzorku pro méfeni na pristroji OxiTop OC 110 neni ni¢im limitovan, dulezité je
pouze odebrat dostate€né mnozstvi pudy. Vzhledem k vysledkiim vSech méfeni se
jako nejvhodnéjsi nasledny postup pfed zakladanim méfeni jevi dukladna
homogenizace a proseti vzorku na 2 mm sité. V nékterych pfipadech nemusi byt
proseti mozné, zejména z davodu vysSi vlihkosti, pfipadné vysSiho podilu jilovitych
Castic, a je tak tfeba homogenizovany vzorek nastrouhat na struhadle odpovidajici
hrubosti. Proces strouhani vSak neni idealni. Do vzorku uréenému k mérfeni se takto
mohou dostat i nékteré slozky, které by jinak zlstaly na sité, jako napfiklad mékci
Casti pudniho skeletu €i organickych zbytk(. Strouhani by tak mélo pFedchazet
dikladné manualni probrani vzorku. Z vysledkd zkuSebnich méreni vypliva, ze
stratifikace pfed méfenim ma vliv na vyrovnanost mezi jednotlivymi opakovanimi. Pro
tuto praci pouzitd doba skladovani nestlaenych vzorkd v rozmezi 2 — 3 tydna pfi
teploté 4 °C, bez pfistupu vzduchu a svétla, se jevi jako vhodna. Cernohlavkova
(2006) uvadi jako minimalni dobu 4 dny a jako maximalni 3 mésice. Doporucuje také
pudu idealné druhy, nejdéle vSak tfeti den provétravat, tento prvek nebyl v této praci

aplikovan, nelze proto posoudit jeho vhodnost.

Jako idealni se osvédcila navazka 20 g a to jak pro méfeni basalni respirace, tak pro
méFeni respirace substratem indukované. Cernohlavkova (2006) ve své metodice
pouziva navazku 30 g pro basalni respiraci a 10 g pro substratem indukovanou, coz

skyta nevyhody v nejednoznacnosti vysledkd pfi primarnim porovnani a zejména

rv  wavos

Jako absorpéni €inidlo byl pouZzit 2M roztok NaOH (8 g NaOH/100 ml) v mnoZstvi 5
ml. Tato kombinace zaru€uje pro 20 g navazku dostatecnou absorpéni kapacitu a to i

pro znacné mikrobialné aktivni pidy.
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Pro vSechna méfeni na OxiTopu provedena pro tuto praci byla vhodna doba méfeni
20 dnu. Pfi nastaveni pfistroje na dobu kratSi by nemuselo dojit k ustaleni ani
dosazeni maximalnich hodnot podtlaku, delSi doba méfeni se pak jevi jako
neopodstatnéna, protoze po dosazeni zhruba Sestnactého dne v méreni nedochazi

k vyraznym zménam.

Po zakladnim nastaveni a zprovoznéni se OxiTop OC 110 jevi jako uZivatelsky
pomérné privétivy pfistroj. Jeho velkou vyhodou je moZnost sledovani respirace
v prubéhu ¢asu, moznost méfeni pfed€asné ukoncit, bez znehodnoceni vysledk
pokusu a moznost kdykoli vyvolat aktualni hodnoty. Pro srovnani pouzita
respirometricka metoda je v zasadé destruktivni a jeji pomoci nelze reflektovat
maximalni potencial méfeného vzorku. DalSi vyhodou je eliminace chyb, pfipadné
zmareni mérfeni lidskym faktorem. Od zaloZeni a odstartovani az do ukonceni
probiha méreni automaticky a vysledky jsou exaktné zaznamenavany. Naopak pfi
dvacetihodinovém respirometrickém testu je tfeba ucinit nékolik kroku, které mohou
byt pfi neopatrném pocinani zdrojem chyb. Napfiklad pfi zavadéni hadicky pro pfivod
roztoku NaCl ¢&i hadi¢ky pro odvod smési plynid s CO, muze dojit k nezadoucimu
ovlivnéni méfeni. Hlavnim problémem vSak muze byt samotné odecitani hodnot, na
které ma znacny vliv ostrost a citlivost lidského zraku na rlizné odstiny rizové. Mezi
nevyhody OxiTopu pak patfi jeho jizZ zmifiovana horsi citlivost, kdy jeho pomoci neni
témér mozné pozorovat zmény mikrobialni aktivity v dobé kratSi nez 1 den. V tomto
ohledu je dvacetihodinovy respirometricky test bezesporu vyhodnéjsi. Souvisejici

nevyhodou pak maze byt pravé delSi doba méfeni.

TitraCni metoda se osvédcila jako nastroj slouzici k stanoveni vhodné koncentrace
absorpcniho €inidla. Pro srovnavaci méfeni vhodna pfili§ nebyla. Nékteré vysledky
byly sice prukazné, le¢ v kazdém mérfeni doslo, pfi pokusu o co nejSetrnéjsi prenos a
otevreni soustavy, k rozliti NaOH minimalné u jedné varianty. To je vSak zplsobeno
tim, ze systém OxiTopu neni, na rozdil od napfiklad systému pouzivaného pro

Isermeyerovu metodu, primarné ur€en pro naslednou titraci absopéniho Cinidla.
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7. Zaveér
Pfistroj pro méfeni pudni respirace OxiTop OC 110 je bezesporu zajimavou
alternativou ke konvenéné pouzivanym metodam. Jeho praktické vyuziti by si mohlo
na poli padni mikrobiologie najit své misto. Systém, na jehoz principu je OxiTop
zalozen, tedy méfeni podtlaku vzniklého respiraci pudnich mikroorganizmu
Vv uzaviené soustave, je od ostatnich metod podstatné odliSny. A protoze vysledek

méreni je vzdy ovlivnén zvolenou metodou, je vhodné ho také brat v potaz.

Zvoleny provozni rezim (tlak p) je pouze jednim ze tfi, jez OxiTop nabizi a tak existuji
jesté dalSi, vtéto praci neprozkoumané, moznosti jeho vyuziti. Jako jedina
z pouzitych metod pravé tato také umoznuje zkoumani respirace v prubéhu Casu,
¢ehoz by mohlo byt vyuZito i pro jiné nez laboratorni metody, napfiklad pouZiti
OxiTopu v polnich podminkach by po nékterych upravach technického charakteru

bylo jisté zajimavou vyzvou.

Primarné stanoveny cil, totiz zprovoznéni tohoto nového pfistroje, doSel naplinéni.
Naplnéni cile v podobé jeho uvedeni do praxe bude jesté zalezet na faktorech, které
nebylo mozné v pribéhu vytvareni této prace ovlivnit. Dllezitym zjiSténim, které by
uvedeni do praxe mohlo pozitivné ovlivnit, zlstava skute€nost, ze vysledky z méreni
na OxiTopu OC 110, koresponduji s vysledky standardné pouzivaného

dvacetihodinového respirometrického testu.

43



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

8. Pouzita literatura

Alef, K., Nannipieri, P. (eds.). 1995. Methods in Applied Soil Microbiology and
Biochemistry. Academic Press. London, p. 576. ISBN 0-12-513840-7

Babich, H., Stotzky, G. 1985. Heavy Metal Toxicity to Microbe-Mediated Ecologic
Processes: A Review and Potential Application to Regulatory Policies. Environmental
Research 39 (1). 111-137

Benizri, E., Dedourge, O., Dibattista-Leboeuf, C., Piutti, S., Nguyen, C., Guckert, A.
(2002) Effect of Maize Rhizodeposits on Soil Microbial Community Diversity. Applied
Soil Ecology 21(3). 261-265.

Brookes, P.C., Powlson, D.S., Jenkinson, D.S. 1985. Phosphorus in the Soil
Microbial Biomass. Soil Biology and Biochemistry 16 (2). 169-175.

Buscot, F. 2005. What Are Soils?, p. 3-18. In Buscot, F., Varma, A. (eds.),
Microorganisms in Soils: Roles in Genesis and Functions. Springer. Berlin, p. 419.
ISBN 3-540-22220-0

Cernohlavkova, J. 2006. Stanoveni dlouhodobé padni respirace systémem OxiTop.

Recetox. Brno, 5 s.

Dilly, O., Bach, H. J., Buscot, F., Eschenbach, C., Kutsch, W L., Middelhoff, U.,
Pritsch, K., Munch, J. C. 2000. Characteristics and Energetic Strategies of the
Rhizosphere in Ecosystems of the Bornhodved Lake District. Applied Soil Ecology 15
(2). 201-210.

Dilly, O. 2005. Microbial Energetics in Soils, p. 123-138. In Buscot, F., Varma, A.
(eds.), Microorganisms in Soils: Roles in Genesis and Functions. Springer. Berlin, p.
419. ISBN 3-540-22220-0

Dilly, O. 2006. Estimating Soil Microbial Activity, p. 114-116. In Bloem, J., Hopkins D.
W., Benedetti, A. (eds.), Microbial Methods for Assessing Soil Quality. CABI
Publishing. Wallingford, p. 307. ISBN 0-85199-098-3

44



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

Elhottova, D., Santragkova, H., Petersen, S. 1998. Zmé&ny mikrobni biomasy b&hem
skladovani vzork(i pfi 4°C. s. 65-68. In Kristafek,V., Santragkova, H., Simek, M.
(eds.), Odbér, skladovani a uprava pudnich vzorkd pro biologické a chemické
analyzy. Ustav padni biologie AV CR. Ceské Budgjovice, 109 s. ISBN 80-902020-3-9

Elliot, F. L., Lynch, J.M., Papendick, R.l. 1996. The Microbial Component of Soil
Quality p. 1-21. In Stotzky, G., Bollag, J. M. (eds.) Soil Biochemistry, Volume 9.
Marcel Dekker, Inc. New York

Fleisbach, A., Widmer F. 2006. Estimating Soil Microbial Biomass p. 73-76. In Bloem,
J., Hopkins D. W., Benedetti, A. (eds.), Microbial Methods for Assessing Soil Quality.
CABI Publishing. Wallingford, p. 307. ISBN 0-85199-098-3

Forster, J.C. 1995. Soil Sampling and Storage, p. 49-51. In Alef, K., Nannipieri, P.
(eds.), Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press.
London, p. 576. ISBN 0-12-513840-7

Giri, B., Giang, P. H., Kumari, R., Prasad, R., Varma, A. 2005. Microbial Diversity in
Soils, p. 19-49. In Buscot, F., Varma, A. (eds.), Microorganisms in Soils: Roles in
Genesis and Functions. Springer. Berlin, p. 419. ISBN 3-540-22220-0

Kieft, T.L., Rosacker, L. L. 1991. Application of Respiration and Adenylate-based Soil
Microbiological Assay to Deep Subsurface Terrestrial Sediments. Soil Biology &
Biochemistry 23 (6). 563-568

Kristafek,V., Simek, M. 1998. Odbér, skladovani a uprava pddnich vzorkG pro
mikrobiologické analyzy. s. 11-13. In Kristifek,V., Santriikova, H., Simek, M. (eds.),
Odbér, skladovani a uprava pldnich vzorkd pro biologické a chemické analyzy.
Ustav padni biologie AV CR. Ceské Budgjovice, 109 s. ISBN 80-902020-3-9

Martiniuk, S., Wagner, G. H. 1978. Quantitative and Qualitative Examination of Soil
Microflora Associated with Different Management Systems. Soil Science 125 (6).
343-350

Nannipieri, P., Grego, S., Cecanti, B. 1990. Ecological Significance of the Biological
Activity in Soil. p. 293-355. In. Bollag, J. M., Stotzky, G. (eds.) Soil Biochemistry,
Volume 6. Marcel Dekker, Inc. New York

45



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

Onlinger, R. 1996. Soil Sampling and Sample Preparation, p. 7-11. In Schinner, F.,
Onlinger, R., Kandeler, E., Margesin, R. (eds.), Methods in Soil Microbiology.
Springer. Berlin, p. 425. ISBN 3-540-59055-2

Ovreas, L., Torsvik, V. 1998. Microbial Diversity and Community Structure in Two
Different Agricultural Soil Communities. Microbial Ecology 36 (3). 303-315

Pankhurst, C. E., Lynch, J. M. 1995. The Role of Soil Microbiology in Sustainable
Intensive Agriculture. p. 229-248. In Andrews, J. H., Tommerrup, I. (eds.), Advances
in Plant Pathology, Volume 11. Academic Press. London, p. 322. ISBN 0-12-033711-
8

Pell, M., Stenstrom, J., Granhall, U. (2006). Soil Respiration. p. 117-126. In Bloem,
J., Hopkins D. W., Benedetti, A. (eds.), Microbial Methods for Assesing Soil Quality.
CABI Publishing. Wallingford, p. 307. ISBN 0-85199-098-3

Renagold, J. P., Elliot, F. L., Unger, P. W. 1987. Long-term Effects of Organic and
Conventional Farming on Soil Erosion. Nature 330 (6146). 370-372

Sanka, M. 1998. Vzorkovani pud pro jednorazova Setfeni a dlouhodoba pozorovani.
s. 7-9. In Kristifek, V., Santrackova, H., Simek, M. (eds.), Odbér, skladovani a
Uprava pldnich vzork(i pro biologické a chemické analyzy. Ustav pldni biologie AV
CR. Ceské Budgjovice, 109 s. ISBN 80-902020-3-9

Schinner, F., Ohlinger, R., Kandeler, E., Margesin, R. (eds.). 1996. Methods in Soil
Microbiology. Springer. Berlin, p. 425. ISBN 3-540-59055-2

Schloter, M., Dilly, O., Munch, J.C. 2003. Indicators for Evaluating Soil Quality.
Agriculture Ecosystems and Environment 98 (1-3). 255-262.

Standing, D., Killham, K. 2007. The Soil Environment, p. 1-22. In Elsas, J. D.,
Jansson, J. K., Trevors, J. T. (eds), Modern Soil Microbiology. CRC Press. Boca
Raton, p. 646. ISBN 0-8247-2749-5

Waksman, S.A. 1961. Soil Microbiology. John Wiley and Sons, Inc., New York, p.
356. Library of Congress Catalogue Card Number 52-9965

46



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

Wu, K., Zhang, X. 2011. Modelling Soil Structure and Process, p. 13-36. In Ritz, K.,
Young, I. (eds.), The Architecture and Biology of Soils-Life in Inner Space. CABI
Publishing. Wallingford, p. 244. ISBN 978-1-84593-532-0

ISO 16072. Soil quality — Laboratory methods for determination of microbial soil

respiration. 2001. International organization for standardization, p. 19.

ISO 10381-6. Soil quality -- Sampling -- Part 6: Guidance on the collection,
handling and storage of soil under aerobic conditions for the assessment of
microbiological processes, biomass and diversity in the laboratory. 2009.

International organization for standartization, p. 6.

47



MoZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni ptldni respirace

9. Pfilohy

9.1.

9.1.1. Odbér 17. 8. 2011

Grafy modelového srovnavaciho méreni
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Graf 15: Kontrola, glukéza, varianta 1

Graf 16: Kontrola, glukéza, varianta 2

49



MozZnosti vyuZiti pristroje OxiTop pro méreni pldni respirace

9.1.2. Odbér 21.10. 2011

-15

cas (dny)

tlak

5 7 91

112

£ (=
=

890

{hPa)

-10

-12

cas (dny)

Graf 17: Hntj, BSK, varianta 1

Graf 18: Hndj, BSK, varianta 2
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Graf 19: NPK, BSK, varianta 1

Graf 20: NPK, BSK, varianta 2
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Graf 21: Kontrola, BSK, varianta 1

Graf 22: Kontrola, BSK, varianta 2
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Graf 23: Hndj, glukéza, varianta 1 Graf 24: Hndj, glukéza, varianta 2
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Graf 25: NPK, glukéza, varianta 1

Graf 26: NPK, glukéza, varianta 2
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Graf 27: Kontrola, glukéza, varianta 1

Graf 28: Kontrola, glukoza, varianta 2
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