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Anotace:
Tato prace sleduje vliv zvySenéhiigunu dusiku na obsah volnych aminokyselin

ve dvou typech odliSnychid — v mineralni pdé v oblasti Hamr a v organickéuge

v oblasti Zablati v jiznichCechach. Experiment je uskdtgn pimo na lokalitach
zamoKenych luk, kde je vlivem ffidatného hnojeni simulovan zvySeny vstup dusiku
do pidy. Po dobu 2,5roku byly sledovany hodnoty celkmvédusiku a volnych
aminokyselin v Ad¢. Sowasti prace je otestovani ninhydrinové metody a dyetdPLC

na stanovovani volnych aminokyselin a také staniovieodného extrailniho¢inidla.

Annotation:
This study deals with an effect of fertilization amount and quality of free amino

acids in soil from wet meadows affected by nutrikvetding. Free amino acids were
analysed in the soil from the field experiment &itdl at wet meadows, where
an increased nutrient input is simulated (fertilikd’K). The experiment was established
on two sites with different types of soil — Zabhaith organic soil and Hamr with mineral

soil, both areas in the South Bohemia region. Tdikevgas repeatedly sampled for more
than two years and year. One part of this studgagsed on testing of ninhydrine-method

and HPLC-method for measuring free amino acidsedficiency of different extractants.
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1. UVOD A LITERARNI RESERSE

1.1 Uvod

Mokiady jsou jednim z nejvyznargBich typi ekosystém, které pini
nezastupitelnou roli v globalnim i regionalningiftku. Funguji jako Glozigt Zivin, jsou
schopny zadrzet velka mnozstvi vody a podili sealkové bilanci sklenikovych plyin
Nezanedbatelny je i vyskyt agZivani ®kterych druli organisni, a to i ohroZzenych
(Chytil a kol., 1999). V satasné dob dochazi k ovliviovani mokadnich ekosystéin
antropogennim zg&ténim, bodovym i ploSnym, zavaznym i mépavaznym. To vede
ke zménam vegeténiho krytu, zndnam druhové diversity, alefgdevsim ke zvySovani
produkce sklenikovych plyn Je proto nanejvysutezité pochopit roli mokadi na
regionalni i celositové Urovni, jakozto i porozuéh detailré jevam, které se odehravaji
uvnité téchto ekosystéfn Dekompozice, cykly biogennich privkkolobshy nekterych
latek, vliv eutrofizacei znetisténi — to je jen Bkolik piikladi z mnoha oblasti, které je
tieba péliveé probadat. Vzdyi malé znény mohou zjsobit veliké disledky...

V roce 2006 byl zaloZen terénni experiment v CHKi@btisko, ktery je zagien
na sledovani vlivu zvySené Zivinové & na primarni produkci a slozeni vegefao
krytu. V navaznosti na to se zkoumaji &m v dekompozici organické hmoty,
v procesech transformace dusiku, ve sloZeridnfth mikrobnich spotenstev
a v uvohovani sklenikovych plyin Hlavni hypotézou projektu je, Ze zvySenaézat
externim doplovanim dusiku a fosforu ve foéntnojiva urychli transformaci organické
hmoty a dusiku vigé a nasled&ovlivni primarni produkci porostu. Vliv Zivinovégze
je VétSi v organickych nez v mineralnichigach. Pedkladana prace je dil sowasti
tohoto projektu a za#éiuje se na ziny v obsahu volnych aminokyselin vlivem Zivinové

zagze.



1.2 Eutrofizace

Eutrofizace je proces obohacovani stojatych a telkbu povrchovych vod
mineralnimi Zivinami, které zpné vedou ke zvySeni biologické produkce a k mnohdy
nezadanému zastani vodniho biotopu. RozliSujeme eutrofizacifirgzenou
a indukovanou. #rozena eutrofizace je vysledkemirpzeného vyvoje a zrani nadrze, je
pozvolna. Zatimco indukovana eutrofizace jéisgbena zejmeénatigunem biogennich
prvka z vyluhi hnojiv a odpadnich vodR{hova, Ambrozova, 2007). O eutrofizaci
mluvime i v gipad zvySeného fisunu Zivin do mokadi a pid. To pak vede ke
zvySovani rozkladu organické hmoty &dd a uvohovani zZivin, pedevsim nitrét, které
odtékaji do podzemnich vod. DalSinistedkem je zvySené uvalvani CQ z pady.

V mokifadnich ekosystémech jsou vedle L@voliovana i vyznamna mnozstvi oxid
dusiku a methanu.

Zajimavy pokus byl proveden na nfaklech Hudsonského zalivu. Vygnacast
mokiradi zde poslouzila jakoippozené prosedi experimentu. Do systému byligavany
nekteré biogenni prvky (dusik, fosfor, uhlik) a sledlm se jak budou organismy
reagovat. Zde bylo prokdzano, Ze limitujicimi pruiegulujici miru primarni produkce
a rozklad rostlinného opadu jsou dusik a fosfomi@iaell, Reece, 2002).

Rychnovska (1993) zaznamenala vyraznyastarostlinné biomasy v &mich
porostech, pokud byla lokalita hnojena, avSak tege@zné ztraty dusiku ze systému,
zpusobené denitrifikaci a vyplavovanim. Takovy treral Fejmy i u ekosystéin
mokiadnich, kde fidani zivin paradox# zpisobuje vysSi ztraty dusiku ze systému
(in: Mach, 2007).

Problém eutrofizace je v séasnostifeSen alespo ¢ast&éné — pouzitim tetiho
stupré ¢isténi odpadnich vod, n&stji ozna&ované jako biologické odstravani Zivin
(dusiku a fosforu). V této névimplementované fazi se mikrobiologickou cestou
transformuji nitraty na plynny dusik a fosfor jebmdovan do bakterii. K tomutaiéiu
slouzi tzv. poly-P-bakterie (n&flad rod Acinetobacter), které mohou koncentrosat
10% fosforu v suSih Jinou cestou odsttavani fosforu je fevod jeho sloéenin na
nerozpustné formy — @@ Oy), — a to cestou chemickou (KaJatiska, 1998).



1.3 Rida a jeji vyznam v ekosystému

1.3.1 Rida

Pida je smis zwtralé zemské Wy, Zivych organism a jejich zétralych
produkti. Nejvyznamgjsi faktory ovliviujici fyzikalni a chemické gmni procesy jsou
teplota mdy, voda a vzduch viglé. Pida se sklada z mineralnich a organickyahtic,
organisnii (edafonu), pdniho roztoku a vzduchu. 94% hmotnosidyp tvori mineralni
slozky, na organické sloZkyiipada zbylych 6%, zZiehoz tSinu (5%) tvéi mrtva
organicka hmota; Zivé keny a edafon tud jen 1% (Rajchard a kol., 2002). Jako edafon
ozn&ujeme soubor vSech Zivych organisnv piadé, zahrnuje rostliny, Ziuvichy
i mikroorganismy. Rhizosféra je oblastidy obklopujici kaeny rostlin, kde dochazi
k vzdjemnym interakcim mezi agnimi mikroorganismy a kKeny vySSich rostlin
(BOLTON a kol., 1993). V rhizosfé je obvykle zvySené mnoZstvi dostupnych Zivin, coz
podporuje mnozstvi a aktivitu rhizosférni mikroftor

Kapalny podil fdy obsahujici ve vadrozpuséné slodeniny, které vznikaji
pii padnich procesech nebo v¥¢nmou s vodou a ovzduSim, nazyvamelpim roztokem
(Kalag, Triska, 1998). Rostliny a osmotrofni organismy (ba&te houby, prvoci)
ziskavaji patbné Ziviny pray z pidniho roztoku. Ziviny, které se uvnlji do pidniho
roztoku, se do jdy dostavaji #kolika zpisoby. Napiklad fosfor a vapnik se primarn
uvoliuji z hornin, zatimco dusik je prim&rfixovan z atmosféry bakteriemi fixujicimi
vzdusny dusik a po jejich oddeni je postup® mineralizovan (Rajchard a kol., 2002).
Nemaly podil na zeny v obsahu Zivin vidé ma i¢lovék. Jen diky hnojiiim se do fidy

dostava asi 80 miliantun dusiku ron¢ (Kalag, Triska, 1998).

1.3.2 Mokiradni ekosystémy

Mokirady tvai jakysi pechod mezi terestrickym (suchozemskym) a vodnim
prostedim. Ztoho vyplyva i jejich relativni nestélodfyfmazal, 1995). Mokady se
zabyvd Ramsarskd Umluva z roku 1971, kde je iawbldefinovan jako Uzemi bazin,
slatin, raSelini€ a Uzemi pokryta vodoufipozere i umgle vytvarenda, trval&i docasna,
s vodou stojatou, tekouci, sladkou, slaobrakickou, wetrg Gzemi s miskou vodou,
jejiz hloubka nefesahuje p odlivu Sest mefr (IUCN, 1971). Z této obsahlé a slozité
definice Ize vytusit, jak obtiZndefinovatelny a rozmanity ekosystémitvmokiady.



1.3.3 Dusik v gidach mokfadnich ekosysténi

Dusik je po uhliku nejdezit¢jSim prvkem pro Zivot (Rajchard a kol., 2002).
Vyskytuje se jak v mineralnich, tak v organickycnnhach a tvéi riznorodé sloteniny.
Bezesporu se nejtdi zasoba dusiku nachazi pfaxe vzduchu, dusik t¥ocelych 78%
obj. vzduchu. Odtud vstupuje dusik didy jako produkt fixace bakteriemifipadré ve
formé spadu a ve srazkach. Dusik se dostavatdty p ptirozereé z rozkladu biomasy,
neba’ jako vyznamny biogenni prvek tkicsowtast €l organisnii. Nesmime zapomenout
ani na pisun antropogennéinnosti, zejména uslymi i organickymi hnojivy nebo
pramyslovoucinnosti.

V pud¢ probihaji fi zakladni procesy ipmeny dusiku: Mineralizace, coz je
premena dusiku na mineralni formy, imobilizace&hbm které je dusik zabudovavan do
biomasy, a oxidace a redukcéij kterych dochézi k vyuzivani mineralnich forem itus
v energetickém metabolismu. Tyto procesy probikigidé kontinuald a simultana.

Schéma pohybu dusiku meZidou, rostlinou a okoli je nasledujici:

atmosféra
N, (NO,, NH,)

fixace
organicky vazany N o denitrifikace - N, (NO,, NH,)
vyuziti 2 % 3
mineralizace NO,
vyuZziti

nitrifikace (pfes NO,)

NH, resp. NH,"

Obr. ¢&. 1: Zjednodu3ené schéma cyklu dusiku gevzato z materiafi FZP UJEP)

V pudé se kron¢ anorganickych forem dusiku (nitraty, amonné iordbjevuji
i formy vazané organicky, n#&pglad rekteré slozky humusu, peptidy, proteiny, amidy,
aminosacharidy a volné aminokyseliny. Aminokyselijpou uvohovany do fdy

raznymi mechanismy: exkreci z i rostlin a mikroorganisfhnebo rozpadem bk,



které aminokyseliny obsahuji. Prapddobr nejwtSim zdrojem vSakistava hydrolyza
proteini a peptid extracelularnimi enzymy (Lipson, Nasholm, 2001).
Murein v burk¢nych stnach rkterych organistin rovnéz obsahuje spektrum
aminokyselin. Volné aminokyseliny jsou snadno rdikiné, tudiz se viué prilis
nehromadi a jejich koncentrace je gon¢ nizka. Koncentrace volnych aminokyselin se
pohybuji mezi1a5QM (Monreal, McGill, 1985). Jini auto (Anderson, Berggren,
2004) uvadi ve svych vysledcich hodnoty koncentvabeych aminokyselin vimdé max.
0,11mg N.dri*. Raab a kol. (1999) uvadi, e nejhg§h aminokyselinou je glycin
(alpské dy), aspartat (subalpskéigy) a glutamat (stepniapy). Celkové mnozZstvi
aminokyselin se podle jejich vysleillpohybovalo mezi 15 — 4amol.dnmi®. Vysledky
jinych autofi (Jones, Owen, Tartar, 2002) ukazuji, Ze konceatvatnych aminokyselin
byla relativié nezavisla na typuggly a pamérné ¢inila 16 — 3QuM.

Volné aminokyseliny vfdé jsou zuzitkovany jako zdroj dusiku pro
mikroorganismy, ale i pro Keny rostlin (Formanek a kol., 2004). Vyznamné jatayvre
v padach limitovanych dusikemiiPzvySené dusikaté zdi jsou nahrazeny mineralnimi

formami dusiku.



1.4 Méreni volnych aminokyselin v mdé

1.4.1 Extrakce volnych aminokyselin z fidy

Predevsim je nutné adaznit, Ze extrakce aminokyselin je problematidkéklada
to i ¢lanek Formanka a kol. (2004). Reaktivita jednottivyaminokyselin zavisi na jejich
struktde — gedevSim na naboji a na celkové rozpustnosti (Jené®l., 1994). Ze
Sirokého spektra aminokyselin je jich jen makst rozpusiha ve fornd tzv. volnych
aminokyselin. Extrahovatelnost aminokyselin vzdwigia na pouZitém extra&kim
¢inidle. Rozhodujicim faktorem je polarita rozpaulh a rozpougné latky. Protoze mé
kazda aminokyselina jinou strukturu a tudiZz jinybojaa polaritu, je obtizné najit
univerzalni extraéni cinidlo, schopné vyluhovat celé spektrum aminokyselPaul
a Schmidt (1960) pouzili 0,5M roztok hydroxidu batgho, kterym extrahovali arginin
s winnosti az 97,5%. AvSak pokud pouzili ethanol, klesxtrahovatelnost pod mez
detekce. Jiz 2M KCI uvélje aminokyseliny z butk osmotickym Sokem a extrakce
timto ¢inidlem ma tudiz #Si vy&znost. Nevyhodou ale je, Ze vysledky kkorolnych
aminokyselin zahrnuji ast aminokyselin obsazenych v Zivychnkéch. NejlepSich
vysledlki bylo dosahovano pouzitim 0,5M octanu amonnéhon(gaek a kol., 2004).
Rozpou&tdla mohou dokonce #pobit hydrolyzu peptidickych vazeb a vykazat tak ve
vysledcich vyssi, ovSsem nespravné hodnoty. Tonautiepa pedchazet a brat ohledy na
reakce probihajici mezi extkakm ¢inidlem a extrahovanymi latkami.

PrestoZze je spektrum aminokyselin Sirokénzeme najit mnoho spdaleych
vlastnosti jednotlivych aminokyselin a podle nicharakterizovat &které skupiny.
Napriklad Campbell a Reece (2002) rozliSuji aminokyselipolarni (nap serin,
glutamin, cystein), nepolarni (namlycin, lysin, valin) a elektricky nabité (aspgoaa
a glutamova kyselina). Jiné rageni je na zaklagl acidity a bazicity. Struktura
aminokyseliny obsahujici vice karboxylovych skupi@OOH) je kyselejsi, zatimcorip
obsahu vice bazickych skupin (-B)He zasadijSi. Tak nizeme aminokyselinydit na
kyselé (nap aspartat, glutaméat), zasadité (hasparagin, glutamin) &iplizné neutrélni

(glycin, alanin, leucin a jiné).
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Gafurova (2006) uvadi, Zefipanalyze svrchniho horizontuagy byla skladba
volnych  aminokyselin  nasledujici: 28% dvouhlikatych 39%  neutralnich,
8% cyklickych, 15 — 23% bazickych a necelé 1% simy

1.4.2 Ninhydrinova metoda — zdroje a historie

Ninhydrin dekarboxyluje a deaminuje steminy obsahujicia-aminoskupiny,
reaguje nap s peptidy, s proteiny, s azanem. Reakce probgatverby barevné
komplexni slodeniny (volré upraveno a dopémo podle Joergensen, Brookes, 1990).

Ninhydrin se pouziva k analyze aminokyselin, zejmék postkolonové
derivatizaci (po odéleni aminokyselin vhodnou metodou nésleduje reakesmhydrinem
za vzniku barevnych sl@anin), k gimé detekci aminokyselin viznych prostedich,
avsSak také jakainidlo pro dikaz otiski prsii pri vySetovanich (vice nap na strankach

http://forensic-evidence.com

Jako prvni byla $ raiznych podminkach objevena reakce alaninu s ninhgdri
Moore a Stein (1948) zjistili, Ze optiméalni pH pemkci je okolo 5. B pokojové teplat
byla reakce velmi pomala a poskytovala pouze slteddgarveni. Rtomnost alkoholu
reakci podstath urychlovala, rychlost se zvySovala s rostouci lkemtiaci alkoholu.
Podobné vysledky byly pozorovanyii ppouziti organickych rozpouXtel s vodou
nemisitelnych. Misto hydridantinu se té&zve uzZivala kyselina askorbova. Modifikovana
ninhydrinova metoda pro stanoveni primarnich amysekn pouZziva nasleduji¢inidla:
ninhydrin v alkoholu, fenol, KCN a pyridin. Zbytkyolnych aminoskupin a amoniaku
jsou eliminovany fidavkem Permutitu. Taktofipravenacdinidla jsou stala vice nez
1 mesic @i pokojové teplot, pouze fenol méa tendence absorbovat amoniak zected
a proto by nil byt kazdy tyden préepan s Permutitem. Navic je potkd, Ze lysin
nereaguje kvantitativh(vSe podle Troll, Cannan, 1952). To ovSem popivggledky
Moore a Stein (1948), podle kterych Sgateagoval prolin, resp. hydroxyprolin. Stejni
autai také potvrdili, Ze ninhydrin nereaguje se vSemudeninami obsahujici dusik,

nagiklad s m@ovinou, kyselinou méovou nebo s adeninem.

Pozn: *) Vzhledem k vice chybam v cizojaném ekladu této prace se domnivam, ze i zde je chyba.
Uvedené ,dicarbon bylo pra¥godobrt zangénéno s ,dicarbonxylic’, coZz by znamenalo ,se édwa
karboxylovymi skupinami (COOH) a tudiZz kyselou aokipselinu. Tento termin by Iépe zapadal do

kontextu v¥tu jednotlivych skupin aminokyselin a navic, jedww&Znamna dvouhlikatd aminokyselina je

glycin.
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Ninhydrin reaguje so-aminokyselinou za vzniku aldehydu, oxidu dhého

a barevné slaieniny (Moore, Stein, 1948).

0
H g\ OHNuc.ttmte
| /s buffer
_C— C—N c Co -'-R—C*—*O
reb-com o (Y ) e )@ .1
NHe u
0

Obr. €. 2: Schéma reakce ninhydrinu s aminokyselinou (pdd Moore, Stein, 1948)

Podle Ruhemanna (1952) jde nejprve o oxidaleaminaci za tvorby amonného kationu
a diketohydrindolu a teprve poté nasleduje kondemza

Maci (2001) uvadi reakci schematicky:

R H,O R| H,O GO, ]T{
|
HC—NH;" C =NH \ C\Z 0
COO" V' lcoon H
Aminosiure
(9] 0] Aldehyd
|| | NH;
OH OH
OH H
I |
2.2-Dihvdro-1.3 indandion  2-Hydroxy-1.3-mdandion
(oxidiertes Ninhydrin) (reduziertes _\-'i’nh}-'chin]
\%‘—‘ 3 H-O
o
| ||
A
| —N_
S
|| [
@] O

Ruhemanns - Purpur

Obr. €. 3: Schéma reakce ninhydrinu s aminokyselinou (pde Maci, 2001)
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Jako dalSi sloZzky ninhydrinovéhinidla se dnes uzivaji néflad hydridantin,
DMSO (rozpoustdlo dimethylsulfoxid) a izné pufr&ni systémy. Hydridantin nebyl
pouzivan spolu s ninhydrinem vzdy. Moore a Stei®4@) pouzili chlorid cinaty.
V prab¢hu ¢asu se metoda modifikovala. Hydridantin je vlagakasi redukovana forma
ninhydrinu reagujici &hem reakce s amonnymi ionty s amoniakem. # 100°C je
piiblizn¢ po 15 minutdch ukamna reakce s volnymi aminoskupinami aminokyselin
i bilkovin ; reakce s leucinem trva maxim&ld minut, zatimco reakce s amoniakem je
piné¢ dokortena az po 25 minutach. 2-methoxyethanol biivad hojre pouzivany
v ninhydrinovémeinidle, av8ak bylo zji$nho, Ze ma tendenci t¥io pii reakcich peroxidy,
proto se dnes pouziva DMSO (dimethylsulfoxid), kteeroxidy netvé (vSe podle Maci,
2001). Sun a kol. (2005) uvadi, z& pinhydrinové metod je mozné uzit NaOH-pufr
namisto LiOH-pufru, ktery je drahy. Poskytnuté egily byly v jeho experimentech
srovnatelné. ¥ ninhydrinové metod je mozné téz vlozit vzorky do 94°C teplé vody jen
na deset minut namistoiyodre uzivanych 30 minut, aniz by byly vysledkyéerani
zkresleny. Toto je ovSem v rozporu s vysledky jmytofi (Maci, 2001) a zda se, Ze
pouZziti delSi inkubace je spolehijsi.

Pro vyhodnocovani vysledkninhydrinové metody je nutné vyted kalibrani
fady ugené aminokyseliny a stanovit tak znamé hodnoty rdlasme B znamych
koncentracich roztoku aminokyseliny. K tomuto jeo@hé pouzit nap leucin, ktery
poskytuje pesné vysledky (Moore, Stein, 1948). Titiz &utta zaklad svych vysledi
také doportuji detekovat vzniklé zabarveni spektrofotometripkiyvinové délce 570nm,

kde zjistili maximalni absorbanci.

1.4.3 Metoda HPLC — zdroje a historie

VSechny chromatografické sep&mé metody jsou zaloZeny na rovnovazné
distribuci slozek vzorku mezi dfaze, z nichz jedna je mobilni a druha stacionakbiy
dochéazelo k vySe uvedené distribuci, musi existd&abvé rozhrani mezi stacionarni
a mobilni fazi, ktera unési slozky vzorku tak, alitékala stacionérni fazitiPdéleni
dochazi k opakovanému vytehni rovnovaznych stévseparovanych latek mezi mobilni

a stacionarni fazi (zdrdittp://www.hplc.c3.
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Zkratka HPLC znamena high-performance-liquid-chatography, pekladana
negastji jako vysokowiinna kapalinova chromatografie. ZjednoduSke fici, Ze vzorek
se nadavkuje spolu s vhodnym rozpédEm pomoci davkovaciho ventilu do kolony.
Chromatograficka kolona je v podstdatubka nebo kapilara rovnammé naplrena nebo
pokryta stacionarni (pevnou) fazi, kterou proctfazé mobilni (rozpousdtllo) spol&€né
se vzorkem. R prachodu kolonou dochazi kaznym interakcim mezi stacionarni
amobilni fazi a vzorkem. Slozky se navzajem sdrbuiochazi ke kompetici
(soutzivosti). Hlavnimi parametry jsou polarit&i (nepolarnost) molekul a pH. Po
urtitém case cela sus projde kolonou, ovSem jednotlivé latky se vighu postupu
kolonou oddli na z&klad svych chemicko-fyzikalnich vlastnosti. Jednotlixéstupujici
latky se pak zjituji a stanovuji vhodnym detektorem. Vyznamnou palidetekci hraje
cas, khem kterého latky prosly celou kolonou, a také fgza rychlosti pichodu
jednotlivych separovanych latek.

Vlastnimu chromatografickému procesu uza pedchazet fedkolonova
derivatizace, ghem niz se pouzivajiznacinidla. Pro stanovovani aminokyselin jsou to
zejména OPA d-ftaldialdehyd), AQC (6-aminochinolyl-N-hydoxysukdamidyl
karbamat), ninhydrin, isokyanéty a isothiokyand&yderivatizaci postkolonové, kterd je
fazena za chromatografii a ktera hojyuziva ninhydrin jakccinidlo, pojednéva jiz
kapitola 1.4.2 této prace.

Metoda HPLC se pouziva i ke stanoveni volnych akyselin. PouZil ji napiklad
J. Diaz a kol. (1996) na rodéni aminokyselin v fd¢, v hydrolyzované sojové bilkown
a vchitinu. Metoda poskytla dobré detek limity, jakoZto i opakovatelnost
a reprodukovatelnost experimentu. Také mnohé latiera Gstavy dnes nabizeji detekci

a analyzu volnych aminokyselin ve vzorcidieyazr metodou HPLC.
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1.5 Cil prace a hypotézy

Hypotéza:
Zvysena zaiz externim doplovanim dusiku a fosforu ve foenhnojiva urychli

transformaci dusiku vigé a nasled& ovlivni mnozstvi a sloZeni volnych aminokyselin

v padg. Vliv Zivinové zatze bude ¥tSi v organickych nez v mineralnichdgach.

Cile prace

» Otestovat stanoveni citlivosti ninhydrinové metaay tizné typy aminokyselin

a slogenin s volnou aminoskupinou.

» Porovnat extrahovatelnost aminokyselinizly a zvolit vhodné extraki ¢inidlo

pro stanoveni aminokyselin pomoci metody HPLC.

» Stanovit vliv Zivinové z&e na obsah volnych aminokyselin&dp mokrych luk.

» Porovnat odposd’ organickych a mineralnichig na Zivinovou z&g.

* Srovnat obsah aminokyselin v rhizagféostlin a ve volnéiué.
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2. METODIKA

2.1 Sledované lokality

2.1.1 Lokality

Sledované lokality se nachézeji v CHK®@ebaisko, v oblasti Tebaiské panve.

Lokalizaci sledovanych mist zndsaaje nasledujici mapka:

‘ L i 3 BT o

Obr. €. 4: Lokalizace sledovanych lokalit na tzemi fiebaiska (upraveno dle Geratové, 2007)
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Zamokené louky jsou p@ast roku zaplavovany vodou, proto je Ize ddngko
mokiady. V poslednich 10-ti letech se lokality nehnyogiltrvale udrZzovaly senim.
Charakteristika fd na pokusnych lokalitach je uvedena v nasledtghmilce (Tab. 1).

Hamr Zablati
Objemova hmotnost (g.cm™) 0.52 +0.04 0.21 +0.02
Podil jilovitych ¢astic (%) 12.5 22.5
Podil piskovitych &astic (%) 15.0 0.0
Celkovy obsah C (%) 9.63+1.65 [22.33+2.25
Celkovy obsah N (%) 0.64 £0.10 1.18 +0.09
Celkovy obsah P (%) 0.18 +0.02 0.19+£0.01
PomérC/N 15.0 18.9
PH 20 4.9 5.1
pH ki 3.8 4.3
NOs; (0.5M K»S0.) (g.kg™) 1.57+0.63 |2.28+1.05
NH," (0.5M K»S0.,) (g.kg™) 274+079 |2.72+1.79
PO,> (oxalat) (g.kg™) 0.60+0.12 1.12 +0.12
K (g.kg™) 12.16 £0.85 |4.36+0.29
Ca (g.kg™) 0.63+0.10 1.37 +0.35
Mg (g.kg™) 2.23+0.14 [1.82+0.09
Fe (g.kg™) 25.83+1.11 [18.80+0.93

Tab. 1: Nékteré parametry sloZeni pidy na sledovanych lokalitach (upraveno dle Picka,@8)

Makroklima Trebaiska se da charakterizovat jako mirné, tsygrnou teplotou
vzduchu 7,4°C (Jenik, 1983). Zanteké louky se vyzraji pomerné vysokymi
hodnotami relativni vzdusné vihkosti — srpnovyirpér ¢ini 82,2% (Kové#ova, 2004).
Oblast je téz sik ovliviiovana fluktuaci hladiny podzemni vody diky nedafeké
Zablatskému rybniku v okoli Zablatskych luk a dilegce Nezarce v okoli Hamerskych
luk.

17



2.1.2 Usp#adani pokusnych ploch na lokalitach a aplikace hrjiva

Ve dvou sledovanych lokalitach — Z&blatské loukyHamerské louky — byly
pripraveny a vytyeny 4 bloky, vzdalené od sebe 10-15m, trochu rogdvle struktie
pudy a v jejim slozeni. Tatétyti opakovani nila zajistit, Ze pkimér nangrenych hodnot
bude vystihovat charakter celé pokusné plochigstpZze jsou mezi bloky rozdily.
V blocich byly déle vytyeny vzdy 3¢tverce o rozrrech 3,5 x 3,5m. Prvni, které se
vabec nepihnojuji (ozn&eni K-kontrola) ; druhé, které s&hmojuji mirré (ozn&eni L) ;
a koneng tieti, jeZz se phnojuji vyrazre (ozna&eni H). Rihnojovani se uskudtuje vzdy
dvakrat do roka a je aplikovano v davce 60 kd.fak™ pro variantu s nizkym hnojenim
(L), respektive 300 kg.Rarok® pro variantu s vysokym hnojenim (H). Jako hnojs®
pouziva ve voé rozpuséna viceslozkova sés NPK 15-15-15, tedy odpovidajici 15%
(hm.) dusiku ve forma N, 15% (hm.) fosforu ve fortnP,Os a 15% (hm.) drasliku ve
form¢ K,O. Uspdadani pokusnych ploch na lokalitacielpledré znazotuje nésledujici

schéma:

Blok 2

K
(kontrola)

Blok 1

H
(vysoké
hnojeni)

K
(kontrola)

H
(vysoké
hnojeni)

H
(vysoké
hnojeni)

Blok 3

K
(kontrola)

K
(kontrola)

Obr. €. 5 Uspdradani pokusnych ploch na lokalitach (pevzato z Nitkulincova, 2008)
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2.2 Odbkér a priprava padnich vzorki

Vzorky byly odebirany vzdy dvakrat do rokaiepna data odii jsou uvedena

v Tabulce 2:

Datum odbéru vzork @ Odebirany substrat
2.8.2006 Volna pda

24.5.2007 Volnajda + rhizosféra
24.7.2007 Volnajda + rhizosféra
26.5.2008 Volna{da

15.10.2008 Volnaijmda

Tab. 2: Data odkéru vzorki a odebirané substraty

V kazdém pokusnénstverci (schéma lokality viz 2.1.2) jsme provedli \fichi
pudni sondou a z kazdého pokusnéhgerce jsme vytvili jeden snésny vzorek. Tento
jsme ulozili do PE s&u a ihned po odisu umistili do chladiciho fienosného boxu.
V laboratdi jsme vzorky umistili do chladici mistnosti g°C.

Druhy den jsme ze vzoik pidy separovali kieny rostlin pro analyzu
aminokyselin v rhizosférni gquié. Zbylou pidu jsme homogenizovali na 5mm sitech
a extrahovali pro chemické analyzy. Pokud nemoktaektrakce provedena ihnedida
byla zamrazena, aby se zabraniiippdné degradaci nasbiraného materialu. Ta by mohla
nastat vlivem zvysené teploty a tedy i vlivémnosti mikroorganistin.

Dale bylo nutné zjistit podil suSiny ve vzorcicho jsme provedli fesnym
navazenim vzork jejich vysuSenim v suSarnpii 105°C do konstantni hmotnosti

a naslednym prostym vyp@m rozdilu hmotnosti.
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2.3 Ninhydrinova metoda

2.3.1 Extrakce pid

Jednotlivé vzorky jsme zalili 2M chloridem drasgim (pon®r pada : KCI ; 1:4 ;
hm./obj.) jako extraénim cinidlem. Za neustalého chlazeni se ¢sm60 minut
protrepavala a poté centrifugovala na chlazené cengrifpp dobu 10 minut ip
8000 RPM. Srs jsme dale Zzfiltrovali za snizeného tlakiesp sklegny filtr (0,45um).
Tento extrakt byl v plastovych zkumavkach zamrazen.

2.3.2 Stanoveni ninhydrin-reaktivniho dusiku

Ninhydrinovéginidlo

Toto se pipravuje den ped vlastnim stanovovanim a uchovava sdgtoratorni
teplog€, ¢imz secinidlo stabilizuje. Postupifpravy byl nasledujici. 2g ninhydrinu a 0,3g
hydridantinu jsem rozpustil ve 75ml dimethylsulfdui (DMSO). Po fdani 25ml
lithiumacetatoveho pufru (pH=5,2) jsem &mprobublaval 30 minutistym dusikem.
Pripraven&inidlo je pak stalé po dobu 1-2 @irDlouhodobé skladovarinidla je mozné
jen ve tmavych prostorach d&eol naslednym pouzitim je nutné &mog@t probublavat
Cistym dusikem.

Souasti testovani bylo i @eni moznosti pouziti i jiného inertniho plynu pro
odstrarni kysliku z ninhydrinovéhd@inidla — napiklad helia. Pro vyloéeni moznych
interakci bylo jedno testovani vzdrKodker 24.05.2007) provedeno duplicitr prvni
varianta s ninhydrinovynginidlem probublavanym dusikem a druha variantaligime
Toto dudlni testovani jsem uplatnil i gtanovovani citlivosti ninhydrinové metody na

razné dusikaté sl@eniny.

Standardy

Jako standard se vtéto metodizivA aminokyselina leucin fipravovana
v zasobnim roztoku o koncentraci 0,01M. Z tohototoku jsem vytvél kalibra¢ni fadu
napipetovanim 0,5 ; 1 ; 2 ; 4 a 8ml zasobniho tartdo 50ml odrrnych bawgk
a doplrgnim destilovanou vodou. S kalikrdmi roztoky jsem zachéazel st&jrjako
s extrahovanymi vzorky. Kalibéai kiivku jsem vypgital pomoci linearni regrese
(Microsoft Excel).
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Vlastni analyza

Z padniho extraktu, ze slepého vzorku i z jednotlivietibracnich roztok jsem
napipetoval 0,6ml do zkumavky. Poté jsem pomadidab 1,4ml pufru kyseliny citronové
(pH=5,0) a 1,0ml ninhydrinovéhdinidla. Po promichani jsem zkumavky vlozil na
25 minut do horké vodni laZntemperované na 94°C. Po vychladnuti na laboratorni
teplotu jsem fidal ethanolovou vodu (ethanol:voda v obj. gom1:1) o objemu 4,0ml
a vzorek jsem promichal. Nakonec jsemédimabsorbanci proti slepému vzorku (pouze
Cisté extrakni cinidlo), pri vinové délce 570nm na spektrofotometru (Jenw&056
UV/Vis).

Pri citlivosti metody naizné typy dusikatych slgenin jsem testoval nasledujici

sloweniny: glukosamin, chlorid amonny, leucin a hydnazi

21



2.4 Metoda HPLC

2.4.1 Extrakce pid

Dil¢i usek prace zahrnoval i testovaiizmych extraknich ¢inidel a jejich vliv na
extrahovatelnost aminokyselin. Seznam analy#sgysnymi extra&nimi cinidly, ktera

byla pouzita, uvadiiehledna tabulka (Tab.3):

Termin odbéru vzork @ Extrak ¢éni ¢inidlo

podzim 2006 0,5M acetat amonny

podzim 2007 2M KCI

jaro 2008 HO a 0,1M HCI + 2% thiodiglykol
podzim 2008 0,1M HCI + 2% thiodiglykol

Tab. 3: Terminy odbéru vzorki a pouzita extrakéni ¢inidla

Jednotlivé vzorky jsem zalil ffslusSnym extraénim cinidlem (pongr
puda : extraktant ; 1:4 ; hm./obj.). Za neustaléhlazdni se s¥s 60 minut praepavala
a poté centrifugovala na chlazené centrifuze paididbminut pi 8000 RPM. Srés jsem
dale Zzfiltroval za snizeného tlakureg sklegny filtr (0,45um). Tento extrakt byl
v plastovych zkumavkach zamrazen. Nasledovalaligate — tedy vysusSeni vzarkza

snizené teploty a tlaku.

2.4.2 Vlastni analyza (upraveno podle fy. WATREX)

Navazky vzork (0,29 ) byly rozpughy v 10 ml ultr&isté vody. Z toho vzdy
40 ul vzorku bylo smiSeno s 150ul boratového p(pt 8,4) a 20ul AQGinidla, vzorek
byl ttepan po dobu 20 minut a ndkbhut do chromatografického systému s kolonou
~WATREX 250x4mm C18 AQ 5um®. Mobilni fazi t¥da smés 0,1M natriumacetatu
a 60% ACN (acetonitril) ve vodném roztoki podinovém gradientu, kdy se postépn
zvySovala koncentrace druhé slozky zgteinich 40% az na 100% obj. Vystupy byly
detekovany fluoresceénim detektorem JASCO FP-928 plnové délce excitani 250nm

a emisni 395nm.
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Pro hodnoceni zastoupeni volnych aminokyselinadép jsem jednotlivé
aminokyseliny roz#élil do skupin na zakla# jejich acidity a bazicity (kyselostéi
zasaditosti). Struktura aminokyseliny obsahujicievikarboxylovych skupin (-COOH) je
kyselejSi, zatimco ip obsahu vice bazickych skupin (-WHje zasadijSi. Ostatni
aminokyseliny jsou fiblizné neutrdlni. Zvlastni skupinou jsou aminokyselinyerk
vznikaji v sekundarnim metabolismu. Sledované akyiseliny a sekundarni metabolity

jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).

Aminokyselina Zkratka | Typ
4-Hydroxyprolin Hyp Sek. metabolit
a-Aminoadipové kyselina AAD Sek. metabolit
a-Aminomaselnd kyselina AAB Sek. metabolit
Alanin Ala Neutralni
Arginin Arg Zasadita
Asparagin Asn Neutralni
Asparagova kyselina Asp Kysela
beta-Alanin Bala Neutralni
beta-Aminoisomaselna kyselina Baib Sek. metabolit
Citrulin Cit Sek. metabolit
Cystathionin Cysta | Sek. metabolit
Cysteova kyselina Cya Sek. metabolit
Cystin Cys Sek. metabolit
Fenylalanin Phe Neutralni
gama-Aminomaselnd kyselina Gaba | Sek. metabolit
Glutamin Gin Neutralni
Glutamova kyselina Glu Kysela

Glycin Gly Neutralni
Histidin His Z4sadita
Isoleucin lle Neutralni
Leucin Leu Neutralni
Lysin Lys Zasadita
Methionin Met Neutralni
Ornithin Orn Sek. metabolit
Prolin Pro Neutralni
Serin Ser Neutralni
Taurin Tau Sek. metabolit
Threonin Thr Neutralni
Tryptofan Trp Neutralni
Tyroxin Tyr Neutralni
Valin Val Neutralni

Tab. 4: Rozdleni sledovanych aminokyselin a sekundarnich metabti
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2.4.3 Néavratnost vni¥nich standardi

Navratnost vnitnich standari byla stanovena u vzakkodebranych na fa 2008.
Vzorky byly extrahovany sisi vodného roztoku 0,1M HCI s 2%imési thiodiglykolu.
Pridanymi vnitnimi standardy byly aminokyseliny valin, lysin aiglmin, vZdy v objemu

0,5 ml a koncentraci 0,8 mg.ihl
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3. VYSLEDKY

3.1 Testovani ninhydrinové metody

3.1.1 Vliv plynu na ninhydrinové ¢inidlo

Vysledky testovani s dusikem i s heliem byly azwedice nepatrné ifpustné
odchylky totozné, coz dokazuje, Zze oba plyny molhgt pouzity a chovaji seuvi
systému inerta Dokazuji to i néfeni provadnd (i testovani citlivosti metody naizné
dusikaté sloteniny (obrg. 6, 7, 8 a 9).

3.1.2 Stanoveni citlivosti metody nattzné N-slo&eniny

Vysledky glukosaminu i chloridu amonného byly gratelné s leucinem, jakozto
standardni latkou pro kalibmai fadu (obr.¢. 10). Hydrazin prakticky nereagoval. Stejné
meieni pak bylo jestjednou pro potvrzeni opakovano — s dosazenimystejnysledk.
Pro gehlednost nejsou vysledky s hydrazinem v nasleidhjigrafech uvashy — hodnoty
absorbance byly totizipvSech koncentracich t&ihnulové.

Absorbance . L .
Glukosamin - Il (in nitrogenium)

0,8

0,7

y = 0,127x - 0,0048

0.6 - R? = 0,9999

0,5

0,4 -

0,3 A

0,2

0,1 c
(mg .dm®)

0,0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Obr. €. 6: Zavislost nanéfené absorbance na koncentraci glukosaminu (inertrlyn: dusik)
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Absorbance
0,8

Glukosamin - 11l (in helium)

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 c

mg .dm?)

0,0

o
[any
N

3 4 5 6

Obr. €. 7: Zavislost nangfené absorbance na koncentraci glukosaminu (inertnglyn: helium)

Absorbance  ammonjumchlorid - 11l (in nitrogenium)

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

0,2
c

(mg .dm3)

0,0

o
N

4 6 8 10 12

Obr. €. 8: Zavislost nangfené absorbance na koncentraci ammoniumchloridu (iméni plyn: dusik)
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Absorbance

Ammoniumchlorid - Il (in helium)

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

0,2 c

(mg .dm3)

0,0
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Obr. €. 9: Zavislost nanméfené absorbance na koncentraci ammoniumchloridu (inéni plyn: helium)

Absorbance Leucin - kalibra éni fada
1,6

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4

0,2
(mg.dm™)

0,0
0 2 4 6 8 10 12

Obr. ¢&. 10: Zavislost nan&iené absorbance na koncentraci leucinu (kalibréni ¥ada)
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3.2 Testovani metody HPLC

3.2.1 Stanoveni vhodnosti extragnich ¢inidel

Acetat amonny nebyl vhodnym exttakm cinidlem. Resnost stanoveni ruSily
velké vrcholy nezreagovanékimidla AQC a gitomné NH' ionty. MnoZzstvi pitomnych
aminokyselin ve vzorku muselo byt pro kvantifikagskano od&enim slepého vzorku
AQC a pufru, coz zjsobilo enormni negsnost stanoveni.

Pri analyze s chloridem draselnym se téz projeviltizey nebé pti manipulacich
a uUpravach vzorku byla nargkdzku pray vysoka koncentrace této soli, dochazelo
k zasolovani apod.

Extrakce vodou poskytla jen nizkou extrahovatelnosaprosta &sSina
stanovovanych aminokyselin byla pod mezi detekoad&ntrace pod 0,50 pg naidy).

Nejlepsi vysledky vykazovala s vodného roztoku 0,1M HCI s 2%imesi
thiodiglykolu. Vzhledem k povaze stanovovanych Katanalytickému systému Ize tento

extraktant dopowtit k dalSimu pouziti.

3.2.2 Zjisténi navratnosti vnitinich standarda

Navratnost fidaného vnitniho standardu je nizka, pohybuje se mezi 7 a 25%.
Navratnost aminokyselin se sniZovala od valibespylutamin az po lysin (Tab. 5). Vyssi
hodnoty navratnosti vrittich standanal vykazuji neéteni provadna na fidé organicke,
avSak u lysinu je tato skuteost opana — jeho navratnost byla 2x vysSi tdach
minerélnich.

) Pridavek |NA&vratnost (ug.g™) |Navratnost (%)
) Hg . g™ Hamr Zablat Hamr  [zablati
Glutamin_ |40 7.16 7.31 17.9 18.3
Valin 40 7.39 9.95 18.5 24.9
Lysin |40 5.69 2.98 142 |75

Tab. 5: Navratnost vnitinich standardi
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3.3 Stanoveni aminokyselin v fidé

3.3.1 Volna pida
Na obou lokalitach igvazovalo zastoupeni neutralnich a bazickych anysedia
a sekundarnich metabdlit(obr. ¢. 11 a 12). Zastoupeni neutralnich aminokyselin se

meénilo v zavislosti na sezénBylo vyrazré vysSi na podzim nez naga

Jaro 2008
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Obr. ¢. 11: Zastoupeni jednotlivych skupin aminokyselin a pokusnych plochach na jée 2008.

Lokality: H=Hamr, Z=Zéablati ; N=nehnojeno, L=nizk a davka hnojeni, H=vysoka davka hnojeni.
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Obr. ¢&. 12: Zastoupeni jednotlivych skupin aminokyselin a pokusnych plochach na podzim 2008.
Lokality: H=Hamr, Z=Z&blati ; N=nehnojeno, L=nizk & davka hnojeni, H=vysoka davka hnojeni.
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Hnojeni nemdlo na zastoupeni volnych aminokyselin vyznamny wligroto jsme pouZili
praimérné hodnoty ze vSech variant pro hodnoceni vliidypna zastoupeni volnych
aminokyselin (obr¢. 13 a 14).Celkové mnozstvi volnych aminokyselin @dg obou

lokalit bylo nizké, pohybovalo sgdow v jednotkach pg v 1 gramuagy. Patrné je

zvySeni obsahu neutralnich aminokyselin na podzimoto jaru. Obsah kyselych
aminokyselin je velice nizky.

jaro 2008
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Obr. €. 13: Zastoupeni jednotlivych skupin aminokyselin a sledovanych lokalitadch na jée 2008
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Obr. €. 14: Zastoupeni jednotlivych skupin aminokyselin a sledovanych lokalitdch na podzim 2008
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Nasledujici graf zobrazuje onérna mnoZzstvi ninhydrin-reaktivniho dusiku na
jednotlivych lokalitdch vzdy pro jarni a podzimnbdwbi (Obr.¢. 15). Hodnoty pro
podzimni obdobi jsou t#ka stejné, ani naija neni vliv hnojeni patrny. Vyznamny rozdil
je vSak dobe patrny v tom smyslu, Ze celkové mnozstvi ninhydeiaktivnino dusiku je
prokazateld vysSi na podzim nez natga Navic v jarnim obdobi je viditelny rozdil mezi
lokalitou Hamerskou a Zblatskou — Zablatskeé lakalykazuji vySSi hodnoty ninhydrin-
reaktivniho dusiku.

Oproti vysledkm z metody HPLC jsou naffené hodnoty mnohem vySSi. To
dokazuje, Ze ninhydrinovou metodou se nestanowaijih@ aminokyseliny, ale i dalSi

ninhydrin-reaktivni sloéeniny (nap. amoniak).

Volna p tda

14

@ Prdmér za podzimni obdobi @ Pramér za jarni obdobi

= =
o © o N
Il Il Il Il

Mg N/ 1 g vzorku

IN
L

0 ;
HAMR K HAMR L HAMR H ZABLATI K ZABLATI L ZABLATI H

Obr. ¢&. 15: Primérny obsah dusiku ve volné fidé na pokusnych plochach na jée a na podzim.
Pramérné hodnoty ziskané z nfeni v letech 2006—2008. Uley znazoniuji smérodatné odchylky.

Legenda k lokalitam: K=nehnojeno, L=nizka davka hngeni, H=vysoka davka hnojeni.

31



3.3.2 Rhizosféra
SloZzeni aminokyselin pomoci HPLC nebylo v rhizosfé pidé provad&no

z divodu malého mnoZstvi ziskané rhizosférridy Proto uvadim pouze hodnoty
ziskané metodou ninhydrinovou. Jak je patrné zedagiciho grafu, rhizosféra je na
obsah dusiku prokazatéltohatSi. Zatimco u volnéigy byly hodnoty vzdy vysSi na
podzim, v rhizosferni {¢ je tomu tak jen na lokadit Zablati. Mnozstvi ninhydrin-
reaktivniho dusiku je v rhizosférickéigie¢ na obou lokalitach na podzim srovnatelné,
avSak na jge zvySené na mineralnicliglach (Hamr) a snizené néadach organickych

(Zablati).

Rhizosféra
30

m jaro 2007 @ podzim 2007

25 4

Mg N/ 1 g vzorku
I [N)
(¢] o

=
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O 1 T T T
HAMR K HAMR L HAMR H ZABLATI K ZABLATIi L ZABLATI H

Obr. €. 16 Pnimérny obsah dusiku v rhizosfé&e na pokusnych plochach na jge a na podzim 2007.
Usetky znazoniuji smérodatné odchylky. Legenda k lokalitam: K=nehnojeno,L=nizka davka

hnojeni, H=vysoka davka hnojeni.
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4. DISKUSE

4.1 Vhodnost extraléniho ¢inidla

Mnoho sodasnych laboratd vyuziva a doportuje acetat amonny jako extrak
¢inidlo (nag. Forméanek a kol., 2004). V naSerfipact se ale acetat amonny projevil
jako nevhodné&inidlo, protoZe pitomné amonné ionty a nezreagovatgdio rusSily
piesnost stanoveni. Ani chlorid draselny nebyl nejiri@i, nebd pii pouZzité vysoké
koncentraci (2M) dochazelo k zasolovani vZoek @i pouZziti nizké koncentrace tohoto
¢inidla hrozilo riziko nizké extrahovatelnosti. Vodg pravépodobrg Setrnym
extrakénim ¢inidlem, ovSem na rozdil od autprkteri extrakci vodou propaguji a maji
s ni dobré zkuSenosti (Formanek a kol., 2004),edkst mé prace ukazuji na nizkou
extrakéni schopnost.

Koneiné posledni pouzity roztok extraktantu vykazoval uspié vysledky
abylo mozné snim jednoduSe a bezproblémgracovat. Vzhledem Kk povaze
stanovovanych latek i analytickému systému Ize gréaiti snesi vodného roztoku 0,1M
HCl s 2% pimeési thiodiglykolu dopordit. Nekteri autdi ve svych dilech tuto sés
pouZzivaji BZzn¢ (Hernandez-Sebastia a kol., 2005), avSak n@zimse o jeji extradni
schopnosti.

Navratnost fidaného vnitniho standardu je nizka, pohybuje se mezi 7 a 25%.
Navratnost aminokyselin se snizovala od valintespglutamin az po lysin. Nejvyssi
navratnost valinu by bylo mozno vy4dlit tim, Ze valin pat do skupiny neutralnich
aminokyselin a jeho vazba naudmi c¢astice je nejslabSi. Naopak lysin, jehoz
predpokladat vazba naigni ¢astice, které v naSich podminkach magvazrie zaporny

nabo;j.
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4.2 Pouziti a vhodnost metod ke sledovani

Metoda HPLC se dirn¢ pouziva ke stanoveni volnych aminokyselin &
(nap. Diaz a kol., 1996). Tato ro¥8ha metoda poskytuje dobré vysledky a $azanim
predkolonové ¢i  postkolonové derivatizace mohou byt separovanystanoveny
nejriznéjSi volné aminokyseliny jizip nizkych koncentracich (1uM).

Oproti tomu metoda ninhydrinovA ma mez stanovitstinvyrazié vyssi, tudiz
touto metodou volné aminokyseliny stanovit nejdod’to vibec, nebo znmé negesre.
Mnou stanovované celkové mnoZzstvi ninhydrin-reaitio dusiku se pohybovalo okolo
6 — 21 pug N v1 g vzorku. Podstatnou nevyhodou ydrihové metody je i fakt, Ze
stanoveni v sab zahrnuje veSkeré ninhydrin-reaktivni steniny, nejen volné
aminokyseliny. Proto se zaravestanovi nafiklad i amonné ionty, kterych byva vige
piitomno nezanedbatelné mnoZstvi — takze touto matadtze spolehl& zjistit, jaky je
skut&ny podil volnych aminokyselin. To takédie vyswtlit rozdil mezi celkovym

mnoZstvim aminokyselin stanovenych metodou ninimgtou a metodou HPLC.

4.3 Stanoveni vlivu dusikaté zd@’e na obsah volnych aminokyselin
VvV pudé

Sehtiya, Lussenhop a BassiriRad (200i)spych studiich provedli experiment,
pii némz na dvouiiznych lokalitach provéadi zamérné dusikaté hnojeni. Zatimco prvni
lokalita vykazovala zvySeni mnozstvi aminokyselig086 a zminu spektra négtrgjSich
aminokyselin, na druhé lokalitzastala skladba aminokyselin téfmentnna a celkové
mnoZstvi aminokyselin kleslo o 44%. Aiiteéii, Ze pida na druhé lokaltdosahla stavu
nasyceni dusikem a proto nadlou dusikatou z&¥ neodpovidala. V méniipact ani
v jedné @dé nedoSlo k vyznamnému posunu v zastoupeni volngahakyselin vliivem
hnojeni. To je v souladu s tim, Ze na sledovangkhlitdch nebyl nalezen vyznamny vliv
hnojeni ani na procesy transformace dusiku (Ma€72 KaStovska, ustni &éni).
Neprokazala setwodni hypotéza, Ze zvySena &atexternim doglovanim dusiku ve
formé hnojiva urychli transformaci dusiku vig. Jednim z moznych vystleni je, ze
pokus probihal i kratkou dobu k tomu, aby se mohl vliv hnojgnbjevit. Tento
predpoklad je v souladu s vysledky zieni primarni produkce porostu (Kaplova, 2009),

které ukazuiji, ze k mirnému zvySeni primarni pradutochazelo az v roce 2009.

34



Mé vysledky potvrzuji, Ze rhizosféra patmezi nejaktivijSi oblast fdy.
Koncentrace dusikatych sk®nin je zde vyrazh vySSi nez ve volnéuo, a to az

dvojnasobg.

4.4 Mnozstvi volnych aminokyselin na jednotlivych dkalitach, jejich

spektrum a zmgny v ¢ase

Mnou zjis€ny celkovy obsah volnych aminokyselin wdach sledovanych lokalit
se pohyboval zhruba mezi 1 — 2,5 pg N v1 g vzorkyto vysledky mohou byt
povaZzovany za relevantni, nebo jini autdi vykazuji podobné obsahy volnych
aminokyselin (Jones, Owen, Tartar, 2002). Jelik@ktaii autdi uvacdji vysledky
v jednotkach koncenttaich objemovych, ffeved| jsem i ja své vysledkyiiRoramérné
objemové hmotnosti sledovanyctid 0,35 g.crit &ini mnou zjisény obsah volnych
aminokyselin v pdach zhruba 0,350 — 0,875 mg N v 1%fiidniho vzorku.

Anderson, Berggren (2004) uvadi ve svych vysleddiddnoty koncentrace
volnych aminokyselin vipdé 0,001 aZ 0,052 mg N.din Vysledky jinych autar (Jones,
Owen, Tartar, 2002) ukazuji, Ze koncentrace volngrhinokyselin byla relativh
nezavisla na typutay a pameérné ¢inila 16 — 3QM, tedy po pepcitu asi 0,2 az 0,4 mg
N v 1 dn? (pi primérné relativni molekulové hmotnosti aminokyselin 133

Celkow Ize k mym vysledim fici, Ze mnoZstvi volnych aminokyselin je vySSi na
podzim, coZz koreluje stim, Ze i celkové mnozstusilu je vysSi pravna podzim.
Nejvétsi navySeni oproti jaruiedstavuji neutralni aminokyseliny. Na obou lokalita
(Hamr i Zablati) zaujimaji neftSi podil aminokyseliny neutralni, zatimco kyselé

aminokyseliny se zde té&fihnevyskytu;i.

4.5 Porovnani odpo¥di organickych a mineralnich pid na

dusikatou zagz

Rizné typy fid se se zvySenou dusikatouézatvyrovnavaji dzre. Vzhledem k
tomu, Ze v naSich pokusech se vliv Zivinov&zatneprojevil, nemohli jsme hodnotit ani
vliv pudniho druhu a obsahu organické hmotyidd Mnou gedpokladana hypotéza, ze
zvySena z&v externim dopiovanim dusiku ve fortn hnojiva urychli transformaci

dusiku v @d¢, se nepotvrdila.
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5. ZAVER

Vysledek této diplomové prace Ize shrnout v naglethin bodech:

* Pro metodu HPLC je nejvhodsi pouzit jako extrakni cinidlo smés 0,1M HCI
a 2% thiodiglykolu.Cinidla acetat amonny, voda i chlorid draselny mohagit
detekci.

* Pro stanoveni volnych aminokyselin #dach je vhod§si uzit metodu HPLC.
Ninhydrin je mozno pouzitip derivatizaci, avSak samostatna detekce volnych

aminokyselin ninhydrinovou metodou neni vhodna.

* ZvySend Zivinova zé&¥ nentla vyznamny vliv na obsah volnych aminokyselin
v padach sledovanych lokalit a nemohl se proto projewit eventuelni vliv

pudniho druhu...

e Obsah ninhydrin-reaktivniho dusiku, jakozto i vahy aminokyselin je

prokazateld vysSi v rhizosfée nez ve volnétmc.

* Obsah ninhydrin-reaktivniho dusiku i volnych amipsedlin ve volné pd¢ je

promenlivy v ¢ase a je vySSi na podzim a niZsi ria.ja
* Mezi vyskytujicimi se volnymi aminokyselinami wig¢ dominuji neutralni typy

aminokyselin, jejich mnozZstvi se vSakhem roku vyznamhmeéni a je vysSi na

podzim nez na je@. Obsah kyselych aminokyselin je po cely rok \eehizky.
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