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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvd zkouméanim mikrobidlni Cinnosti v pidé za pomoci
mikrokalorimetrickych metod. Zakladnim cilem této prace bylo podrobné sledovat tepelné
projevy metabolismu riiznych ptidnich mikroorganismii. Déle se prace zamétila na komplexni
vyhodnoceni vlivu riznych podminek na jejich aktivitu. Experimenty byly provadény za pouziti
izotermické mikrokalorimetrie (TAM III) spolu s respirometrii (OxiTop IDS B6). Posuzovala
se 1 reakce mikrobidlnich komunit v ptidé€ na skladovani, zmény teplot a ptfidani riznych Zivin.
Vysledky ukazuji, ze mikrokalorimetrie se da dobte pouzit ke sledovani zmén aktivity mikrobt
v pudé, pfiCemz pocatecni tok energie souvisi s hydrataci vzorkl a dalsi pribéh signalu ukazuje
na metabolickou aktivitu mikrobialnich spolecenstvi.

KLICOVA SLOVA

mikrobidlni  aktivita, = mikrokalorimetrie, = pGdni = mikroorganismy,  izotermicka
mikrokalorimetrie, respirometrie



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the investigation of microbial activity in soil using
microcalorimetric methods. The main objective of the work was to closely monitor the thermal
manifestations of the metabolism of various soil microorganisms. Furthermore, the thesis
provides a comprehensive evaluation of the influence of different conditions on their activity.
Experiments were carried out using isothermal microcalorimetry (TAM III) together with
respirometry (OxiTop IDS B6). The reaction of microbial communities in soil to storage,
temperature changes and different nutrient additions was also assessed. The results show that
microcalorimetry is suitable method to monitor changes in microbial activity in soil, with the
initial energy flow related to sample hydration and the subsequent signal progression indicating
the metabolic activity of microbial communities.

KEYWORDS

microbial activity, microcalorimetry, soil microorganisms, isothermal microcalorimetry,
respirometry
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1 UVOD

Dnes jiz vime, ze mikrobidlni ¢ast ptidy ma zdsadni vyznam pro pidni prostfedi, konkrétné pfi
rozkladani organickych latek, kolobéhu zivin a také ve stabilizaci pidni struktury. OvSem
musime myslet na to, Ze aktivita vS§ech pidnich mikroorganismi mtize byt ovlivnéna mnoha
faktory. Mezi tyto faktory patii napiiklad dostupnost substratl, teplota anebo vlhkost. Padni
mikrobidlni slozka zfetelné odrazi celkové zdravi ptdy a jeji velmi podrobné studium ma jesté
vetsi vyznam jak ve védeckém vyzkumu, tak 1 v nesmirné diilezité oblasti enviromentalni
ochrany, zeméd¢lstvi a ptidni ekologii. Proto je pro nas zcela klic¢ové, abychom méli predstavu
o téchto metabolickych procesech.

Moderni postupy, jako napf. izotermickd mikrokalorimetrie a respirometrie, nam skutecné
dovoluji podrobné¢ monitorovat mikrobidlni ¢innost v redlném case bez nutnosti zadsahu do
ekosystému. Obé zminéné analytické metody poskytuji podrobné informace o mikrobidlnim
metabolismu, nezéavisle na sloZeni zkoumaného vzorku pidy. Pomoci mikrokalorimetrie
mizeme mefit veskery tok tepla, ktery se tykd metabolismu mikrobl. OvSem pomoci
respirometrie sledujeme produkci oxidu uhli¢itého.

Ziskané informace z mikrokalorimetrickych méfeni jsou porovnavany s vystupy
respirometrickych meéfeni za ucelem interpretace dat a ziskani hlubsiho porozuméni
problematiky, coz poméaha poskytnout diikladnéjsi pfedstavu o procesech probihajicich ve
métenych vzorcich pudy. Diky témto vysledkiim miizeme 1épe porozumét metabolismu
pudnich mikroorganismu a jejich reakci na vnéjsi faktory.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je sledovat mikrobidlni aktivitu v piidnich vzorcich pomoci
izotermické mikrokalorimetrie a respirometrie. Déle hodnoti vliv riznych experimentalnich
podminek na metabolicky stav mikrobidlnich spolec¢enstvi v ptidnich vzorcich.

Tato prace si klade za cil neustdle prohlubovat znalosti a praktické zkuSenosti s metodou
izotermické mikrokalorimetrie pfi studiu pidnich vzorkli na Fakulté chemické VUT v Brné.
Soucasné¢ by meéla poskytnout vysvétleni, jak za pomoci téchto metod mizeme presné
monitorovat mikrobidlni aktivitu v pidé a jak interpretovat ziskand data v kontextu
mikrobialniho metabolismu.

Dale se prace zabyva pozorovanim nékterych parametrt a faktor ovliviiujicich mikrobidlni
aktivitu (skladovani pudy, vliv teploty a rtiznych Zivin). Cilem této studie bude také porovnat
mikrokalorimetrickd méfeni s respirometrickymi, aby bylo mozné ziskat celistvéjsi pohled na
mikrobidlni procesy v pud€. Snaha je 1épe zachytit dynamiku mikrobidlniho metabolismu
a reakce na experimentalni podminky pomoci kombinace téchto metod.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Vyznam pudnich mikroorganismu

Energie se neustale pfeménuje v systémech zivotniho prostiedi prostiednictvim metabolickych
aktivit Zivych organismi, ale o vztahu mezi nimi je zndmo jen malo. Zivot nad a pod zemi
vyvinul komplexni a riznoroda spole¢enstvi a kliCovym problémem v ekologii je prozkoumat
funkéni vyznam slozeni ptidnich spolecenstvi. Navzdory tstfedni roli ptidnich mikroorganismu
v biogeochemickych cyklech Zemé je vyznam mikrobidlni diverzity ve fungovani ekosystému
stale diskutovan. Biochemicky cyklus nebo-li kolobéh latek je termin, ktery se bézné pouziva
ve védach o Zemi pro cyklus urcitého chemického prvku ¢i molekuly, ktery probihd v zZivém
inezivém prostfedi Zem¢. Termin vyjadfuje fakt, Ze v procesu jsou zahrnuty biologické,
geologické 1 chemické faktory. Diky tomuto kolobéhu je dany prvek zpravidla recyklovan.
Regulace naSeho klimatu a uhlikového cyklu je dilezitou funkei ekosystému. Piidni organicka
hmota je nejvétsi zasobarnou uhliku v suchozemskych ekosystémech, a proto jsou pudy
hlavnimi hraci v globalnim uhlikovém cyklu [2]. Organicka hmota obsahuje energeticky bohaté
vazby a je primarnim zdrojem energie pro bohata a riznorodéa ptudni biologicka spolecenstvi.
Prostfednictvim metabolickych aktivit vyuZzivaji heterotrofni mikroorganismy [3] energii
ulozenou v organické hmot¢ a vyménuji si ji vbiosféfe a satmosférou. Jednd se
o mikroorganismy, které nejsou schopny samy vytvaret organické latky z anorganickych latek
a jsou proto ve své vyzivé zavislé na existenci autotrofnich organismi, coz jsou organismy,
které se vyznacuji tim, Zze si dokazi pfeménou anorganickych latek vytvofit energii,
tedy potravu, pro sviij rust a vyvoj [4].

Podle druhého zédkona termodynamiky se energie v prubéhu Casu rozptyli ze systému a tento
proces je nevratny. Z energetického hlediska lze plidni ekosystémy charakterizovat jako
oteviené systémy nerovnovazné termodynamiky s rozkladem ptdni organické hmoty na oxid
uhli¢ity (CO2) jako disipativni proces zvySujici entropii [5]. Mikrobidlni metabolismus je
rozdélen do dvou kategorii: katabolické reakce, které uvolnuji energii, a anabolické reakce,
které vyzaduji energii. Pravé ptikladem katabolickych reakci v pidach je rozklad organického
materidlu na mensi slou€eniny, které uvoliiuji energii potfebnou pro anabolické biosyntetické
reakce. OvSem energie, kterd je nepotiebnd, se rozptyli jako teplo a zaroven se CO; uvoliiuje
z pudniho systému do atmosféry.

3.1.1 Pisobeni mikrobiilniho spolecenstva v pudé

Mikroorganismy, jako jsou bakterie, houby, aktinomycety a dalsi, jsou hlavnimi producenty
pludnich enzymi. Tyto mikroorganismy ziji v ptid€ a aktivné metabolizuji organické latky, které
se v ni nachézeji. Jako soucdst tohoto metabolického procesu produkuji enzymy, které jim
umoziuji rozkladat slozité organické slouceniny na jednodussi formy, které mohou absorbovat
jako zdroj energie a zivin.

Ekologicka dulezitost plidnich enzymt se od prvni zpravy o plidnich enzymech pted zhruba sto
lety postupné rozsifuje. Piidni enzymy jsou v soucasnosti cenény pro svou klicovou roli
v mikrobidlnich aktivitach, pidnich procesech a reakci ekosystéml na zplsob hospodateni
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a globalni zmény zivotniho prostfedi [6]. Mikroorganismy syntetizuji rizné extraceluldrni
enzymy, mezi nimiz jsou zvlast¢ dilezité hydrolytické enzymy. Hydrolytické enzymy
katalyzuji proces hydrolyzy a hraji zasadni roli v biodegradaci organické hmoty [7].

Aktivity ptidnich enzymt byly navrZeny jako vhodné indikatory kvality a zdravi pidy, nebot’
rychle reaguji na zmény zpiisobené jak pfirodnimi, tak antropogennimi faktory, jako je
znecisténi, zemédéelské hospodatreni nebo urbanizace [8].

Pidni mikroorganismy jsou zivotn¢ dulezité pro zdravi agroekosystému, tedy ekosystému
formovaného zemédé€lskou cinnosti, ktery zahrnuje péstované plodiny, pidu, mikrobialni
spolecenstva a dalsi biologické i1 abiotické slozky (nezivé faktory, jako jsou voda, mineraly
a chemické slozeni piidy). Mikroorganismy hraji klicovou roli pifi rozkladu a integraci
organickych zbytkli do pidy a prostfednictvim enzymatickych procesti podporuji chemické
Stépeni organickych latek [9]. Mikrobidlni vlastnosti pudy, jako je mikrobialni biomasa
a populacni aktivity, uzce souviseji se zdravim pudy a slouZzi jako dilezité ukazatele jeji kvality
[10].

Na rozdil od jinych druhli maji mikroorganismy schopnost rychle se fyziologicky adaptovat,
coz jim umoziuje prezit a zlstat aktivni tvafi v tvar riznym environmentalnim strestim [11].
Na zakladé téchto vlastnosti by se pii zméné¢ okolnosti mohly soucasné objevit rozdily ve
strukturach a funkénich procesech mikrobt, takZze mikroby lze pouzit jako citlivy indikéator
kvality ptdniho prostfedi. Vzhledem ke slozité dynamice piidnich ekosystémi neni pochopeni
mikrobidlniho spoleenstva v pidnim prostiedi stale jednomyslné stanoveno a je nutné je
zkoumat pomoci naro¢nych technik.

3.1.2 Zkoumani mikrobiilniho Zivota v pudé

Izotermickéd mikrokalorimetrie poskytuje informace o tepelnych tocich vSech procest s velmi
vysokou ptesnosti [12]. Tento pfistup je obzvlasté cenny pro studium zapojeni mikroorganismui
do dynamiky uhliku v piid€, protoze umoziuje kvantifikaci v§ech mikrobidlnich metabolickych
procest, tedy kombinovaného ucinku katabolickych a anabolickych déja, které nejen piispivaji
k produkci CO2. Lze jej vnimat jako alternativni metodu ke standardnimu méteni produkce
CO2, poskytujici hlubsi vhled do mikrobidlni aktivity a kolobéhu uhliku v pldnich
ekosystémech.

Nedavno Harris a spol. [13] navrhl bezrozmérny index mikrobidlni termodynamické G€innosti
stanoveny pomoci izotermické mikrokalorimetrie. Index je zalozen na poméru vydeje energie
k energetickému vstupu. Malé hodnoty tohoto indexu ukazuji, Ze mikrobidlni energetika je
ucinnd, tedy Ze biota ma schopnost minimalizovat ztratu energie ze systému pii zachovani
metabolismu. Ackoli je znamo, Ze pidni organismy potiebuji k fizeni podzemnich procest
energii 1 uhlik, mélo se vi o tom, jak jsou energetické toky spojeny s uhlikovym cyklem a zda
existuje vztah mezi mikrobidlni energii a sloZzenim mikrobialniho spolec¢enstvi v pude¢.

Plidni organismy vyvinuly rizné zivotni strategie k asimilaci uhliku, kdy dochazi k pfeméné
uhliku z organické nebo anorganické formy do formy organismu vlastni, a pro udrzeni energie,
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rastu a reprodukci. Piidni organismy se mohou rychle ptfizptisobit zménam vnéjSich podminek
prostiedi alternativnimi biochemickymi cestami [14].

3.1.3 Slozitost mikrobialniho spolecenstvi

Ackoliv alochtonni r- versus zymogenni koncept K- selekce byl kritizovan jako piili§
zjednoduSeny pohled na procesy ptirozeného vybéru v ekologii, je stale v souladu s moderni
interpretaci typi spolecenstvi a fungovani piidnich mikroorganismi [15]. Organismy, které se
vyskytuji mimo lokality svého ptvodniho rozsifeni nazyvadme alochtonni. Mezi r- stratégy
fadime organismy, které ve své Zivotni strategii uplatiiuji vy$s$i diraz na rozmnoZovani
a mobilitu potomstva, pficemz kvalita a konkurenceschopnost je odsunuta do pozadi. Naopak
K- stratég predstavuje organismus, ktery ve svém zivoté uplatiuje strategii vyssiho dlirazu na
kvalitu a konkurenceschopnost potomstva, pficemz jeho kvantita a mobilita je odsunuta do
pozadi. Obecné plati, ze alochtonni r- stratégové jsou uzptisobeni k rychlému ziskavani zdrojd,
kdyz jsou hojné, a maximalizaci jejich tempa ristu. Tyto organismy obecné uvoliuji vetsi ¢ast
organického materidlu do atmosféry jako CO.. Pro srovnani, zymogenni K- stratégové, ktefi se
vyskytuji v zavislosti na zvySené koncentraci pozadovaného substratu, dokazi tedy
pfizplsobovat svoji zivotni strategii podle okolnich podminek, si vyvinuli sadu extracelularnich
materialt, diky ¢emuz jsou dobie ptizplisobeni k pfeziti a konkurenci pokud maji omezené
zdroje [16]. V ekosystémech, v nichz dominuji K- stratégové, se predpoklada, ze vice
organického materidlu je sekvestrovano, nebo-li ukladano, v pidach prostiednictvim alokace
uhliku na udrzbu mikrobidlnich bun¢k a syntézu extracelularnich slozek, jako jsou enzymy,
polysacharidy, metabolity, proteiny atd. [17]. V disledku toho je pravdépodobné, ze rtizna
pudni mikrobidlni spolecenstvi budou vyzadovat riizné biochemické cesty, které vedou
k riznym toktim uhliku a energie skrze spolecenstvi a ekosystémy. Podle tohoto scénafe mohou
existovat rozdily mezi produkci CO2 a vyuZitim energie mezi mikrobidlnimi komunitami
s riznym slozenim v kratkodobém horizontu a miize to mit potencialn¢ dlouhodobé disledky
pro uhlikovy cyklus v padé.

3.2 Kalorimetrie

Kalorimetrie je experimentdlni metoda slouzici k méfeni tepelné energie uvolnéné nebo
pohlcené pii fyzikéalnich, chemickych ¢i biologickych procesech. Pomoci kalorimetrie lze
studovat rizné dgje, jako jsou fazové prechody, chemické reakce, interakce biomolekul nebo
metabolické procesy [18].

Hlavnim néstrojem kalorimetrickych méfeni je kalorimetr, coz je pfistroj, ktery umoziuje
zaznamenavat tepelné zmény probihajici v uzavieném systému. V naSem piipadé vyuzijeme
jak izotermické titratni mikrokalorimetrie (ITC), tak izotermické mikrokalorimetrie
v uzavienych ampulich. K méteni obou metod bude pouzit mikrokalorimetr TAM III.

Mikrokalorimetrie se od bézné kalorimetrie 1i8i vyssi citlivosti, kdy jsme diky ni schopni zméfit
i velmi malé tepelné toky, coz nam umoziuje sledovat tak jemné procesy jako je prave
metabolickd aktivita ptidnich mikroorganism, které by klasicky kalorimetr nezachytil.
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Mikrokalorimetrie umoznuje sledovat metabolickou aktivitu pidni mikrobioty méfenim
tepelného toku vznikajiciho pfi biologickych procesech, jako je rozklad organické hmoty nebo
spotieba zivin. Mikroorganismy v pidé produkuji teplo v disledku svého metabolismu,
a mikrokalorimetrické metody tak poskytuji citlivy nastroj pro nepfetrzité monitorovani jejich
aktivity. V kombinaci s respirometrii, kterd sleduje spotfebu kysliku a produkci oxidu
uhli¢itého, 1ze ziskat komplexné€jsi obraz o mikrobidlnim ekosystému v pidé a jeho dynamice
[19].

3.2.1 Instrumentace TAM III

V praktické casti této diplomové prace byl vyuzit mikrokalorimetr od spolecnosti TA
Instruments. Jedna se o pomérné univerzalni kalorimetricky systém. Mikrokalorimetr TAM III
(Thermal Activity Monitor) lze vyuZzit pfi experimentech jako jsou napiiklad izotermicka
titracni mikrokalorimetrie, studium tepelnych zmén pfi riistu mikroorganismti ve vzorku nebo
studiu vlivu vlhkosti na chovani vzorkli. MiiZze byt pouzit pro hodnoceni vlastnosti materiala
jako napf. toxicita, stabilita nebo kompatibilita farmaceutickych sloucenin, ale hlavné¢ ndm
dobte poslouzi pro sledovéani ptidni mikrobialni aktivity, coz je hlavnim pfedmétem této prace
[20].

Pomoci tohoto mikrokalorimetru muzeme:

= stanovit rozpoustéci teplo/entalpii,
= stanovit entalpii micelizace pfi titracnich experimentech,

= sledovani procest starnuti materiald na zakladé detekce tepelné aktivity spojené
s rastem mikroorganismu ve vzorcich,

= analyzovat tepelnou stabilitu materiali v ¢ase a odezvu materialt pti zménéch teploty,
= experimenty s riznou vlhkosti (perfuzni experimenty, sorpce vlhkosti atd.),
= pro n¢které analyzy miize byt vyhodou pracovat pii zvySené teploté az do 150 °C.

Ptistroj ndm nabizi vysokou citlivost a flexibilitu pfi méteni. Lze jej pouzit s nejcitlivéjSimi
mikrokalorimetry a Sirokou Skélou pfisluSenstvi pro pfesné fizeni experimentalnich podminek.
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Obrazek 1: Modularni kalorimetr TAM 111 [20)].

Zaklad mikrokalorimetru tvofi termostat, ktery je schopen rozpoznat velmi malé teplotni
rozdily, napt. o 0,0001 °C. Tento termostat muize pracovat ve tfech rezimech, a to
v izotermickém, krokove izotermickém nebo teplotné skenovacim rezimu. Pfistroj vyuziva jako
tepelné médium olej. Teplotni rozsah, jak udava vyrobce, ¢ini od 15 do 150 °C.

Mikrokalorimetr disponuje az ¢tyfmi pozicemi pro vloZeni ampuli rizného typu a objemu podle
pozadovaného méfeni. V nasem piipadé mame v kazdé pozici jiny nastavec, coZ umoziuje
vyuziti pfistroje pro Sirokou Skéalu odliSnych experimentd. Mezi tyto nastavce patii napf.
nanokalorimetr, mikrokalorimetr, rozpoustéci kalorimetr nebo, jak byl vyuzit v praktické casti,
multikalorimetr se Sesti minikalorimetry, ktery mtizeme vidét na obrazku 2.
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Obrazek 2: Multikalorimetr se Sesti minikalorimetry [20].

Velkou vyhodou tohoto mikrokalorimetru je, Ze je mozné pouzivat soucasné vSechny
kalorimetry, a to 1 pro rizné typy experimenti zarovenl. Jediné omezeni v tomto piipadé je,
ze lze v pristroji nastavit termostat na jeden teplotni rezim pro vSechny pouzivané experimenty.

Nami vyuzivany multikalorimetr (obrazek 2) obsahuje 6 minikalorimetrd pro ampule o objemu
4 ml. Do tohoto néstavce se zasunou drzéky, na jejichz konci je hacek, na kterém je zavésena
4 ml méfici ampule se vzorkem, coz je pékné patrné na obrazku 2. Podle pozadavki
experimentl se métilo pii tfech riznych teplotach, a to pfi 15, 20 a 25 °C. Napétovy signal byl
zaznamenavan pocitacem a dalsi nastaveni vykonu odpovidalo tidajim vyrobce.

V nasem piipadé se méfeny vzorek vkladal do jednordzovych sklenénych ampuli o objemu
4 ml s lisovanym tésnénim a hlinikovym vickem. Do vicka se po jeho uzavieni Sroubuje
kovové oko, jak mlizete vidét na obrazku 3, to pak slouzi pro zavéSeni ampule na drzék, ktery
se nasledné zasunuje do mikrokalorimetru [20]. Pfed zahdjenim experimentu musi byt ampule
z vnéjsi strany dokonale €ista a sucha.

Obrazek 3: Jednordzove uzaviené ampule ze skla [20)].
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Miuzeme se setkat také s ampulemi z nerezové oceli nebo hastelloy (typ slitiny, odolny proti
korozi). Pouzivaji se pro vzorky, které by bud’ mohly reagovat se sklem nebo maji byt
zkoumany pii vysokych teplotdch. Dale pak tam, kde existuje podezieni, Ze se bchem
experimentu bude uvoliiovat plyn, ktery zvySuje tlak v ampuli. Vicka ampuli jsou Sroubovaci
[20].

Obrazek 4: Nerezove ampule [20].
3.2.2 Izotermicka titraéni mikrokalorimetrie

Jedna z metod, kterou ndm TAM III umoziiuje je izotermicka titraéni mikrokalorimetrie (ITC),
coz je metoda umoziujici sledovani tepelnych zmén béhem interakce mezi molekulami.
Principem této techniky je postupna injekce titrantu do méfici cely obsahujici vzorek, v nasem
ptipadé€ vzorek pudy, pficemz se zaznamendva uvolnéné nebo pohlcené teplo. ITC je Siroce
vyuzivana k charakterizaci (bio)molekuldrnich interakci, vcéetné vazeb mezi malymi
molekulami, proteiny, protilatkami, nukleovymi kyselinami a lipidy [21].

V nasem experimentu jsme vyuzili ITC k pfesnému zaznamendni metabolické odezvy pidni
mikrobioty. Ke vzorku pldy jsme pfidali zasobni roztok, ¢imz jsme definovali pocatek
experimentu a umoznili sledovani tepelné odezvy mikroorganismii v redlném case. Tento
pfistup ndm poskytl detailni informace o dynamice mikrobidlni aktivity a metabolickych
zménach probihajicich ve vzorku.

3.2.3 Izotermicka mikrokalorimetrie v uzavirenych ampulich

Nejvice vyuzivanou metodikou v této préci byla izotermicka mikrokalorimetrie v uzavienych
ampulich méfend opét pomoci TAM III. Méfenim tepelného vykonu, ktery je indikatorem
metabolické aktivity pludnich mikroorganismi, jsme ziskali pfesnéjs§i pohled na Zivot
mikrobidlniho spolecenstvi. Pfi téchto méfenich se vyuzil nastavec multikalorimetr (obrazek
2).

3.3 Respirometrie

Respirometrie je analyticka technika vyuzivana pro studium metabolické aktivity organismu,
meéfenim respirace organismu (napiiklad spotfebou kysliku, produkci oxidu uhli¢itého). Tato
metoda nam umoznuje kvantifikaci rychlosti biologickych procest v riznych prostiedich, coz
je klicové pro hodnoceni metabolickych mikrobialnich procest v pude.

16



V ptipad¢ pladnich vzorkli s komplexni mikrobiotou muze respirometrie piinést znalosti
o metabolismu, vyuziti substratl a dynamice komunit mikroorganismi. Zmény ve spotiebé
kysliku nebo produkci CO: lze pouzit k méfeni aktivity mikrobidlni komunity za rtiznych
podminek [22].

Jednou z dilezitych vyhod respirometrie je, ze v kontextu s kalorimetrii ndm umoznuje ziskat
velmi kompletni piehled o energetické bilanci a metabolické strategii mikrobidlni komunity
v analyzovaném vzorku. Tento piistup slouzi jako most a umoziiuje pfimo porovnavat
metabolickou aktivitu pidni mikrobioty. Kalorimetrie méfi tok tepla, ktery je vysledkem
mikrobidlnich procesti, zatimco respirometrie poskytuje pifimé data o intenzité respirace
mikroorganismd.

3.3.1 OxiTop IDS B6

Pro respirometrické experimenty byl pouzit pfistroj OxiTop IDS B6, ktery umoZziuje
monitorovani biochemické spotieby kysliku (BOD) v redlném case. Tento systém pracuje na
principu méfeni zmén tlaku v uzavieném prostoru, ¢imz poskytuje presné tidaje o mikrobialni
aktivité ve vzorcich. Diky své citlivosti a automatizovanému sbéru dat je vhodny pro hodnoceni
biologického rozkladu organickych latek v riznych matricich, véetné ptidnich vzorkd.

Ptistroj funguje na principu sledovani mikrobialniho metabolismu prostfednictvim spotieby
kysliku a produkce oxidu uhli¢itého. Mikroorganismy vyuzivaji kyslik pro sviij metabolismus
a pti rozkladu uhlikatych latek uvoliuji oxid uhli€ity. V uzavieném systému dochézi k absorpci
oxidu uhli¢itého hydroxidem sodnym, coz vede ke sniZeni tlaku. Tato zména tlaku je nasledné
méfena a vyhodnocovana jako indikator mikrobidlni aktivity ve vzorku [23].

Obrazek 5: Hlavice OxiTop IDS B6 [23].

V naSem piipad¢ bylo k méfeni vyuzito Sest hlavic, které bylo nutné propojit s hlavnim
ovlada¢em (Multi 3620 IDS), viz obrazek 6. Tento ovladac slouzi ke sbéru a vyhodnoceni dat,
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umoziuje sledovat métené parametry v redlném Case a poskytuje uzivatelsky piivetivé rozhrani
pro fizeni experimentu.

Obrdzek 6: Multi 3620 IDS [23].
3.4 Termogravimetrie (TGA)

Termogravimetrickda analyza (TGA) je technika, kterd se pouziva pro urcovani zmény
hmotnosti a rychlosti zmény vzorku v zavislosti na teplotg, ¢ase a okolni atmosféte. Takové
metody se bézné pouzivaji pro stanoveni tepelnych vlastnosti materidlii, zejména pro hodnoceni
stability materidlu béhem ohfevu a oxidacnich procest, obsahu vlhkosti a obsahu tékavych latek
[24].

TGA je tak uzitecna v oblasti environmentalni analyzy, protoze miiZze byt pouzita pro stanoveni
vlhkosti ptdy, jelikoz poskytuje pfesnou kvantifikaci obsahu vody ve vzorcich prostiednictvim
ubytku hmotnosti jako funkce teploty béhem postupného ohiivani. Takovy pfistup generuje
divéryhodna data pro hodnoceni kvality pudy a jeji kapacity pro zadrzovani vody.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Anke M. Herrmannova a spol. testovali hypotézu, ze sloZeni mikrobidlnich spolecenstev
v pudach a jejich fungovani fidi energetické toky, protoze plidni organismy vyvinuly rizné
biochemické drahy a Zivotni strategie. Obecnym piedpokladem je, Ze méfeni mikrobialni
energetiky poskytuji jemnéjsi popis mikrobialnich procesti souvisejicich s uhlikovym cyklem
nez mefeni mikrobidlni produkce CO: [25]. Pro méfeni mikrobidlni produkce CO; vyuzili
kalorespirometrickych méteni, které méfi jak produkci CO., tak spotfebu kysliku, ktery
organismus spotfebovava béhem metabolickych procesii, zejména pii oxidaci Zivin pro
produkci energie (ATP) [26]. Kalorespirometricky pomér (pomér tepla k COz) byl pouzit
k hodnoceni metabolismu a metabolické t¢innosti v ptidnich systémech, a zda se, Ze tento
pomeér se 1i§i mezi plidnimi systémy s riznym vyuzitim ptdy.

Autofi odebirali vzorky z hloubky 0 az 7 cm a nésledné vzorky proseli sity o priméru 2 mm.
Dale je nechaly zmrazit do jara. Poté byly piidy upraveny na 45 % jejich kapacity zadrzovani
vody a predinkubovany po dobu dvou tydnt pii 25 °C, aby se umoznilo odeznéni jakychkoliv
poruch zpusobenych prosévanim. Jako substraty byly vybrany nasledujici: kyselina
y- aminomaselnd, d-glukéza, kyselina citronova a kyselina a-ketoglutarova.

Pro kazdé osetieni pudy bylo 5 g plidy umisténo do 20ml sklenénych reakénich nddob a kazda
nadoba byla uzaviena ampuli s pfisadou sestavajici ze dvou 1ml injekénich stiikacek. Kazda
ampule s pfisadou obsahovala bud’ jeden ze sedmi vySe uvedenych substratli nebo vodu jako
kontrolu. Vzorky byly poté vlozeny do izotermického mikrokalorimetru TAM Air (TA
Instruments Sollentuna, Svédsko) s termostatem nastavenym na 25 °C. Kalorimetr byl poté
utésnén a vzorky byly ponechany pii stabilnich podminkach po dobu 3 hodin. Po ekvilibraci
byly pisty dvou injekénich stfikacek pomalu stlaeny, aby se po kapkach ptidaly substraty
a kontrolni voda (60 pl na gram pudy) a tepelné toky byly stanoveny béhem 8 hodin po ptidani
substratu.

4.1.1 Mikrokalorimetrie jako indikator kontaminace pid

Pomoci vicekandlové mikrokalorimetrie TAM III v kombinaci s pfimym pocitanim
mikroorganismu (bakterie, aktinomycety a houby) v laboratornich podminkach se podafilo Yao
a spol. [27] stanovit poCet mikrobidlnich populaci, rezistenci a aktivitu vici toxicité¢ kadmia
(Cd) v pade. Termokinetické parametry, které mohou reprezentovat ptidni mikrobidlni aktivitu,
byly vypocteny z kiivek power-time pidni mikrobidlni aktivity ziskanych kalorimetrickym
méfenim. Yao a spol. vyzkum naznacuje, ze kalorimetrie je velmi citliva, jednoduchd a uzite¢na
technika pro in vitro zkoumani G¢inkl toxickych tézkych kovti na ptidni mikrobialni aktivitu.
Primyslovéa odvétvi vyznamné pfispivaji k organickym zatézim tézkych kova (tj. kadmium,
olovo, chrom, rtut’, arsen), t€kavych fenoll, kyanidu, uhlovodiki, sulfidd, ¢pavku v pade
a vodnich zadrzich. Byly proto vyvinuty metody pro odhad ekonomickych nékladd primyslové
1 zemé&d¢lsky generovaného znecisténi. Spravny piistup k pldnu monitorovani by se vSak nemél
soustiedit pouze na hodnoceni Grovni znecist'ujicich latek a nakladl na napravu, ale také na
schopnost mikrobt v pidnich a vodnich ekosystémech obnovit své funkce v prostiedi.
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Funkce pidnich mikroorganismi jsou pro zivotni prostiedi zasadni, protoze hraji roli
v kolobéhu minerélnich slou€enin, rozkladu organickych latek, podpote ¢i potlaceni ristu
rostlin a dalSich ptidnich biofyzikalnich procesech [28]. Plidni mikroorganismy a jejich fizené
procesy jsou tedy nezbytné pro dlouhodobou udrzitelnost ekologickych a zemédélskych
systémdl.

Mnoho studii se v minulosti zaméfovalo na porovnani pidnich mikrobialnich vlastnosti pomoci
mikrokalorimetrie a dal§ich metod [29]. Bylo zjisténo, ze izotermickd mikrokalorimetrie je
slibnou technikou pro monitorovani mikrobialnich procesii, kdy se do ptidy nebo vody piidava
agrochemikalie. Tepelny ucinek degradace glukozy poskytuje informace o mikrobialni aktivité
pudy [30]. Tato metoda je vSak omezena na druhy mikroorganisma, které metabolizuji glukézu
v pudé. Klasické stanoveni mikrobidlni aktivity v pidé pfimo méti vyvoj oxidu uhli¢itého
(respirometrie), biomasu (mnozstvim mineralizovaného uhliku nebo dusiku) nebo pocita rist
mikroorganismi. Jde pomérné dobte simulovat realné podminky u méteni s mikrokalorimetrii,
kterd neptetrzité kvantifikuje mikrobialni aktivitu v redlném case, pfi¢emz inkubacni doba je
stejnd jako ve skutecnych pludnich podminkach. Tento postup je rychlejsi nez méfeni
samostatnych skupin slozek mikroorganismi a nevyzaduje opticky transparentni systémy [31].
Proto se mikrokalorimetrickd metoda ukazuje jako velmi citlivdA na zmény v mikrobidlni
biomase, které nelze snadno detekovat nékterymi konvencnimi metodami [32].

Mikrokalorimetrie byla navrZzena pro métfeni kvantitativnich indexti konstanty rychlosti riistu
mikrobt, procesu vyvoje tepla a vytézku tepla v heterogennich komplexnich ptdnich
systémech [33]. Mikrokalorimetrické technika také umoziiuje studium biologie na molekuldrni
a bunécné urovni [34].

Yao a spol. provedli tedy mikrokalorimetrické méfeni pidy o riizné koncentraci kadmia,
aby mohli pozorovat negativni vliv Cd na Zivot mikroorganismii v pudé. Metabolismus
mikroorganismu v piidé€ se v nepfitomnosti a pfitomnosti riznych mnozstvi kadmia lisil, jak se
oc¢ekavalo, coz miizeme videt na obrazku 7. Na kiivkach zavislosti vykonu na ¢ase pozorujeme,
jak se se zvySujicim zastoupenim kadmia snizuje nejvyssi projev vykonu Ppgy.
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Obrazek 7: Krivky zavislosti vykonu na case pro vzorek pudy s obsahem kadmia. Koncentrace
Cd(1l) byly (a) kontrolni; (b) 100; (c) 200; (d) 400, (e) 800; a (f) 1 600 ug CdCl> na ml. Ke
kontrolnimu vzorku nebylo pridano zadné Cd(Il).

Kdyz bylo Cd absorbovano do bunééné stény a nasledné absorbovano buiikou, intracelularni
Cd mohlo vyvolat toxicky ucinek na mikroorganismus riiznymi cestami. Tézké kovy mohou
snizit aktivitu enzymu interakci s komplexem enzym-substrat, denaturaci proteinu enzymu,
interakci s jeho aktivnimi misty nebo ovlivnénim syntézy enzymt v mikrobidlnich bunikach
[35].

Autofi uvadéji, ze kdyZ koncentrace Cd ptesahla 800 pug ml™!, kiivky vykonu a ¢asu zménily
tvar. Sada rozliSitelnych profilli ukdzala variace v mikrobidlni aktivité. To také objastuje,
ze vysoké koncentrace Cd siln€ ovliviiuji normélni metabolismus mikroorganismi. Yao a spol.
také vyhodnotili pocet Zivotaschopnych mikroorganismii pomoci kultivace na sériové
rozprostfenych miskach s agarem a dalsimi kultivacnimi médii. Nasledné se pocitaly vytvorené
kolonie, tedy jednotky tvofici kolonie (CFU). Zde autofi potvrdili jednozna¢nou korelaci
s klesajicim poctem zivotaschopnych mikroorganismi ve vzorcich s Cd. Pocet zivych
mikroorganismut v pude (houby, bakterie...) tedy klesal s rostouci koncentraci Cd. Kdyz byla
koncentrace Cd do 1 600 pg ml™!, mikroorganismy nemohly rist a vrchol vykonu a ¢asu byl
pouze hladka ¢éara. To ukazuje, Ze Cd miize potlacit rist téchto mikroorganismi a kiivky sily
a ¢asu odpovidaji poctu mikroorganismi v pidé.

Mikrokalorimetrie mtize byt platnym a rychlym nastrojem pro in situ hodnoceni dynamiky riistu
pudni mikrobialni populace, odolnosti a aktivity. Stru¢né feceno, tato technika je slibna pii
analyze mechanismi a interakci mezi toxickymi latkami a pidnimi mikroorganismy.

Mikrokalorimetr TAM byl vyuzit také na sledovani vlivu rtznych koncentraci ropy na
mikrobidlni zivot v ptidé. She, Yao a spol. testovali tuto korelaci. Vysledky ukézaly, ze ropa
méla do urc¢ité miry U¢inky na pidni mikroorganismy. Pidni mikrobidlni aktivita byla
podporovana koncentraci ropy nizsi nez 0,52 % =+ 0,24, ale inhibovéana dalSim zvySenim ropy
[36]. Znecisténi ropou ma fadu negativnich uc¢inkii na rist a vyvoj jak rostlin tak i zvifat,
ale také na lidské zdravi [37]. VétSina vysledkil ukazuje, ze ropa ve vysokych koncentracich
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inhibuje biologickou aktivitu. Rozklad ropnych polutanti lze urychlit doplnénim Zivin,
které stimuluji aktivitu pfirozené se vyskytujicich mikroorganismu [38].

Mikrokalorimetr TAM III umoziluje analyzovat vliv rliznych polutanti na rychlost ristu
pudnich mikroorganismili a jejich produkci metabolického tepla [39]. She, Yao a spol. se
zaméfili na kvantifikaci vlivu ropné kontaminace na mikrobidlni aktivitu prostfednictvim
detekce tepla uvoliiovaného pidnimi mikroorganismy béhem kalorimetrické analyzy. Chtéli
posoudit zménu mikrobidlni aktivity a populace v kontaminované ptid¢ a toleranci bioty k rop¢.

Me¢éteni probihala ve 4ml ampulich z nerezové oceli, které byly pfed pouzitim vyciStény
a sterilizovany v peci pii 100 °C. Vzorky pudy o hmotnosti 1 g byly nasyceny 0,2 ml vodného
roztoku obsahujiciho glukézu a siran amonny ve stechiometrickém poméru 1:1 a nasledné
umistény do 4ml ampuli z nerezové oceli. V prub¢hu experimentu byla teplota nastavena na
28 °C.

Mikrobialni aktivity vzorki ptidy byly zaznamenavany jako kiivky zavislosti vykonu na Case.
Mikrobialni metabolismus v ptidé odebrané z riznych vrtii ropného pole je zndzornén na sérii
kiivek v obrazku 8. Autofi uvadéji, ze kiivky predstavuji typicky proces mikrobidlni
metabolické aktivity, tedy maji typicky tvar rustové kiivky, kterd méa 4 casti: lag fazi,
exponencialni fazi, staciondrni fazi a odumirajici fazi. Kazda kiivka vykazovala jeden vrchol,
pricemz maximalni vykon se ménil v zdvislosti na délce inkuba¢ni doby a koncentraci ropy.
Kfivky vykonu a casu ukazuji, Ze tvary kiivek metabolické aktivity se v riznych piadach
kontaminovanych ropou hodné zménily. Bylo zfetelné pozorovano, Ze pfi nizké koncentraci se
vrcholy postupné zvySuji s rostoucimi davkami, zatimco pti vysoké koncentraci naopak klesaji.
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Obrazek 8: Krivky vykonu a casu pro vzorky piidy doplnené glukozou a siranem amonnym.
Rozdeleni a, b, ¢, d podle mista odbéru. Koncetrace ropy u vzorkii pudy je nasledovna:
a (3,46 %), b (0,52 %), ¢ (0,06 %), d (0,02 %).

Tato studie odhalila, Ze mikrokalorimetrickda metoda miize byt uzitecnym ndstrojem pro
hodnoceni vlivu ropné kontaminace na ptidni mikrobiotu.

Védecké skupina vedend Hassanem, Chenem a spol. [40] vyuzila mikrokalorimetr TAM III
k odhadu enzymatickych, mikrobidlnich a chemickych vlastnosti hnédozemé. Autofi se
zamé&fili na porovnani téchto piidnich vlastnosti stanovenych bézné pouzivanymi metodami

22



s vysledky ziskanymi konvencnimi postupy, které jsou Siroce uznavané a ovéfené praxi.
Nésledné své zavéry potvrdili pomoci mikrokalorimetrie. Jejich vysledky naznacuji,
ze kalorimetrické parametry Ppax, tmax @ k jsou vysoce citlivé a mohly by byt pouzity jako
ukazatele pudnich enzymatickych, mikrobidlnich a chemickych vlastnosti, zatimco Q je
nepiimy indikator.

Autofi porovnavaji hnédozemé obohacené o ryZovou slamu, ktera ptredstavuje zemédélsky
odpad po celém svéte, jehoz se zbavujeme spalovanim pod Sirym nebem, coz nasledné
zpusobuje velké uvolnovani sklenikovych plyni [41]. OvSem ukazuje se, Ze takova organicka
rezidua jsou schopna zlepsit enzymatickou aktivitu a diverzitu ptidnich mikrobialnich populaci
a zvysit obsah organické hmoty. OvSem vliv organické hmoty na mikrobialni a chemické
vlastnosti plidy vSak bude zaviset na mnozstvi, typu a velikosti pfidaného organického rezidua
[42]. Proto dopad vstupl organické hmoty pro tyto Gcely, at’ uzZ v kombinaci nebo samostatné,
tvoti zajimavou oblast zkouméani pro posouzeni udrzitelnosti piidy a jejiho biologického zdravi.

Hnédozemé jsou charakteristickym typem ptid mirného pasma, bézné se vyskytujicim v lesnich
a zeméd¢lskych oblastech. Vznikaji v disledku intenzivniho pfesunu pldnich ¢astic
a vyvazen¢ho slozeni jemnych castic ptidni hmoty. Obvykle maji vyvézenou strukturu
a dostatek zivin, coz je ¢ini vhodnymi pro zemédélské ucely. Maji také dobrou propustnost
vody. Ale mohou byt nachylné na erozi, zejména pokud jsou vystaveny nadmérnému
odlesniovani nebo intenzivnimu zemédélstvi bez vhodnych ochrannych opatfeni. Intenzivni
zemédéElstvi mize vést k vyCerpani zivin v pudé, coz vyzaduje pravidelné dodavky hnojiv.
Prestoze hnédozemé maji své vyhody a nevyhody, spravna péce a sprava mohou pomoci
maximalizovat jejich uzitek a minimalizovat negativni dopady [43].

Jak jiz vime, béhem vyvoje mikrobidlni aktivity stimulované pfitomnosti Zivin vznika tepelny
tok, ktery autofi monitorovali pomoci mikrokalorimetru TAM III. Studii doplnili hloubkovou
chemickych (pH) a biologickych vlastnosti (obsah organické hmoty, odhad poctu
mikroorganismi) spolu se studiem prosttedi, napt. destové srazky, vlhkost atd. Velka vyhoda
mikrokalorimetrie je v tom, Ze je nezavisla na typech mikroorganism ¢i jejich formé evoluce
a zaroven umoziuje nepretrzité sledovani aktivity zivého procesu in situ po dlouhou dobu,
aniz by doslo k naruseni systému.

Autofi provedli experiment nasledovné. Nejdiive odebrali vzorky hnédé pidy v hloubce 0 az
20 c¢m na polich v Ciné v okoli dvou mést. Ptida se nasledné prosela a pienesla do kvétinat
o kapacité 1 kg. Pidu udrzovali ve dvou hladindch vodni kapacity, a to 25 % a 200 % kapacity
zadrzovani vody (WHC), pomoci deionizované vody. Piida byla béhem inkubace udrzovana na
pozadované kapacité zadrzovani vody. WHC bylo odhadnuto volumetrickou metodou [44].
Teplota skleniku byla udrzovéna na 25 °C. Vzorky pludy nasledné odebirali po 5, 10 a 15
tydnech, poté nechali vzorky prosit pfes 2 mm sito a rozd¢lili vzorky na dvé frakce. Prvni ¢ast
byla suSena na vzduchu po dobu 1 tydne pro fyzikalni a chemické analyzy, zatimco druha ¢ast
byla skladovana pii 4 °C, pro nasledné mikrobidlni a biochemické vlastnosti.
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Pfed mikrokalorimetrickym métenim byly vzorky pidy inkubovany piti 25 °C po dobu 24 hodin
a jejich vlhkost byla udrzovana na 35 % WHC, aby se maximalizovala mikrobialni aktivita.
Vsechna méfeni provedli ve 4ml ampulich z nerezové oceli pii 25 °C. Ampule byly pred
experimentem sterilizovany proplachovanim v 75 % ethanolu a sterilni deionizované vodé po
dobu 10 minut a vysuSeny v digestofi s lamindrnim proudénim. Nasledn¢ se 1 g ptidy umistil
do sterilni ampule a okamzit€ se pfidalo 0,2 ml roztoku obsahujiciho 1,5 mg glukézy a 1,5 mg
siranu amonného. Ampule soucasné zavedli do mikrokalorimetru. Nejprve byly spustény do
ptedehiivaci polohy na 15 minut a poté do méfici polohy. Jakmile byly zékladni linie stabilni,
data a kfivky byly monitorovany a zaznamenavany pocitac¢em, dokud se signal opct nenavratil
na puvodni hodnotu. Kazdé méfeni trvalo pfiblizné 48 hodin. Kone¢né hodnota byla vypoctena
porovndnim integrované plochy kiivek vykonu a ¢asu, coZ odpovida tepelnému ucinku [45].
Z kazdého experimentu byly analyzovany kiivky vykonu a Casu a z téchto analyz byly
stanoveny charakteristické parametry, jako je konstanta rychlosti ristu (k) a celkovy tepelny
efekt (Q), které mohou popisovat biochemické reakce [46]. Celkovy tepelny vykon Q byl ziskan
integraci kazdé kiivky. Hodnota vysky piku (Pmax) @ odpovidajici ¢as (¢max) kazdé kiivky byly
ziskany pomoci softwarové sady TAM assistant [47].

4.1.2 Vyuziti alternativnich zdroj uhliku

Byly provedeny také experimenty, které se mimo jiné zabyvaly projevem pidni mikrobioty
v zavislosti na pouzitém zdroji uhliku, jakoZto vyuzité Ziviny. Kristyn B. Numa a spol. [48]
jako pfidané substraty vyuzili arginin, glukézu, glutamin, lysin a maltézu k reprezentaci teplotni
odezvy rychlostnich konstant (tj. rychlosti dychéani pidy), coz zptisobuje exponencidlni zvySeni
rychlosti dychéni s rostouci teplotou [49].

Porozuméni dynamice pidniho uhliku pfedstavuje klicovou vyzvu pro vyvoj ptesnych
a spolehlivych modela jeho cyklovani, od urovné pidnich agregati az po globalni modely
zemského systému. Prostfednictvim heterotrofniho dychani mikroorganismy v pidé rozkladaji
rizné organické slouceniny, které 1ze funkéné rozdélit do dvou Sirokych teoretickych pooli:
labilni pool, ktery je snadno dostupny, rozpustny a snadno rozlozitelny, a stabilni pool, ktery je
fyzikdlné chranény pted mikrobidlnim rozkladem. Jednim z pfistup pro hodnoceni teplotni
odezvy riznych uhlikovych poolt je ptidani jednoduchych zdroji uhliku do pidy a stanoveni
jejich degradace odectenim dechovych rychlosti namétenych z ptidy, kde uhlik nebyl pfidan.

Byly odebrany tii typy pidy z hloubky 10 cm pomoci kbelikového vzorkovace z vyzkumné
farmy DairyNZ na Novém Z¢élandu. Po odebrani byly prosaté pres 2mm sito, zvlhéené na 60 %
maximalni kapacity zadrzovani vody (WHC) a uchovavany pfti pokojové teploté v plastovych
saccich se zipem s vatou, aby byla zajiSténa vyména plynti. Piida byla inkubovéana po dobu péti
hodin pfi 18 riznych teplotach v rozmezi 852 °C. To umoznilo inkubaci celkem 56 vzorki.
Pied inkubaci byly do zkumavek pfidany rizné uhlikaté slouceniny rozpusténé ve vode¢,
aby vlhkost vzorkd dosahovala 60 % WHC. Kontrolni vzorky byly zvlhéeny destilovanou
vodou.

Jednoduché uhlikaté slouceniny byly podrobeny inkubaci: arginin, glukdéza, glutamin, lysin
a maltoza. Teplotni optima (7,,/) se pohybovala od 33 °C do 39 °C, zatimco teplotni inflexni
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body (Tin) byly mezi 19 °C a 25 °C. Lysin vykazoval vyrazné niz8i respiracni aktivitu ve
srovnani s ostatnimi slou¢eninami, jak miizeme vidét na obrazku 9.

0 i Arginine . ) Glucose Glutamine ! P Lysine

Maltose Yeast Dextran

10 30 50 10 30 50 10 30 S0
Temperature (*C)

Obrazek 9: Vztah mezi primérnou rychlosti dychani (Rs) a teplotou pro arginin, glukozu,
glutamin, lysin, maltozu, kvasnicny extrakt, dextran. Vsimnéte si rozdili v méritku osy y.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikalie.

Molekulova hmotnost [g/mol] Vyrobce CAS
Glukoza 198,17 Lach-Ner, s.r.o. 5996-10-1
Siran amonny 132,14 Lachema 7783-20-2
Fruktoza 180,18 Lach-Ner, s.r.o. 57-48-7
Trehaléza 378,33 Sigma 6138-23-4
Lignohumat A extra - Amagro, s.1.0.

5.1.1 Lignohumat

Jednd se o univerzalni huminovy pfipravek obsahujici huminové a fulminové kyseliny
v optimalnim pomé&ru. Pravé diky vysokému podilu nizkomolekularnich latek snadno pronika
do rostlinnych pletiv. Uplatnéni najde nejen v zemé&dé€lstvi, ale i v zahradnictvi, na sportovistich
¢i v hobby péstovani [50].

Lignohumat diky svému organickému plivodu a pomérné komplexni struktufe mize zaroven
slouzit jako zdroj uhliku pro piidni mikrofloru. Je vSak pro mikroorganismy htife odbouratelny
nez jednoduché organické latky, coz vede k jeho postupnému uvolnovani a del§imu pasobeni
v pudé. Tim miZe ovlivnit mikrobialni metabolismus, naptiklad podpofit rozvoj mikrobnich

wev

5.2 Pouzité pristroje a pomucky
o mikrokalorimetr TAM III (TA Instruments, USA)
o predvazky S-4002 (Denver Instruments, USA)
o analytické vahy (Denver Instruments, USA)
o automatickd pipeta BioHit m200 (20-200 pl)

o drobné laboratorni pomucky (kadinky, ampule na méfeni, laboratorni 1zicka atd.)
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o respirometr OxiTop IDS B6
o termogravimetricky analyzator TGA 5500 (TA Instruments, USA)
5.3 Priprava vzorki

Nasledujici kapitoly popisuji postupy ptipravy vzorkl piidy a roztokli se zivinami, které byly
k pidnim vzorkim ptiddvany za ucelem podpofeni metabolismu pfitomnych mikrobt.
Navazeni jednotlivych slozek pro pfipravu roztokii obsahujicich ziviny bylo provadéno na
analytickych vahach.

5.3.1 Odbér vzorki pidy

Vzorky pldy byly odebrany z pozemku pobliz Fakulty chemické VUT v Brné&, vzdy z hloubky
10 cm. Po odebrani byly kaminky a vétsi kofeny odstranény. Méfeni byla provadéna od tinora
2024.

Odebrané vzorky byly nasledné rozd€leny do dvou kategorii: Cerstvé piidy a suché puidy.
Cerstvé vzorky byly okamzité méfeny po odbéru pidy. Nasledns byla zbyvajici piida vysusena
pfi laboratorni teploté po dobu minimalné 7 dnti. Jednotlivé vzorky se liSily obsahem vlhkosti.
Obsah vlhkosti u cerstvé odebrané ptidy se pohyboval od 2 do 14 %.

Experimenty byly provaddény s obéma typy pldy — Cerstvou i suchou. K navézené pudé
v ampulich byl ptidavan bud’ roztok zivin (glukéza a siran amonny v riznych koncentracich),
nebo demineralizovand voda ¢i jiné Ziviny. Pfehlednéjsi schéma provedenych experimentt je
uvedeno na obrazku 10.

Pavodni
koncentrace
zasobniho roztoku
(cZR)
-
Ol bt c¢ZR =c/2, c/4
kofinki a
kament

Obrazek 10: Schéma postupu prace (ZR = zdsobni roztok, tj. roztok se Zivinami).
5.3.2 Priprava zasobnich roztokii se Zivinami

Plivodni zasobni roztok byl pfipraven pfidanim 7,5 mg glukézy (0,0416 M) a 7,5 mg siranu
amonného (0,0568 M) do 10 ml demineralizované vody. Zasobni roztok (glukéza a siran
amonny) byl pak pfidan do vzorki ptidy za Gcelem podpoteni mikrobidlni aktivity.
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Glukoéza a siran amonny byly vybrany jako substraty na zékladé jejich specifickych vlastnosti
podporujicich mikrobidlni metabolismus. Gluk6za je dostupny zdroj organického uhliku,
z néhoz mikroorganismy rychle ziskavaji energii a pfeménuji ji na biomasu. Siran amonny
poskytuje anorganicky dusik potiebny pro syntézu proteinti, nukleovych kyselin a rtiznych
dalsich bunéénych slozek. Tato kombinace poskytuje ptiznivé podminky pro rist
a metabolickou aktivitu mikroorganismil v pidnim prostiedi.

Koncentrace roztokii byla stanovena na zdkladé mmozstvi glukézy ve vzorku. Pfiprava
jednotlivych roztokl probihala fedénim zdsobniho roztoku, pficemz c pfedstavuje ptivodni
koncentraci roztoku:

1) ¢=0,0416 M
2) ¢/2=0,0208 M
3) ¢/4=0,0104 M

Fruktéza, trehaldza a lignohumat slouzily jako alternativni zdroje Zivin misto jiz pouzivané
glukézy pro mikrokalorimetrickd méfeni mikrobidlniho metabolismu na TAM III. Fruktéza
a trehaldza byly zfedény v roztoku, aby mély stejnou koncentraci jako pivodné pouzita
glukoza. Jejich ptiprava je podrobné popséana v tabulce 2. K tomu byla pfipravena suspenze
lignohumatu s hmotnostnim pomérem 1 g lignohumatu na 10 ml vody kviili velmi Sirokému
rozsahu molarnich hmotnosti lignohumatu.

Tabulka 2: Navazky pro pripravu zasobnich roztokii.

Navazka [g] Na objem
[ml]
Fruktoza 0,0755 10
Trehaléza 0,1577 10

5.4 Priprava vzorki pro izotermickou mikrokalorimetrii (TAM III)

Ve vsech experimentech bylo do ampuli (viz obrazek 3) navdzeno stejné mnozstvi ptudy, a to
1 g. Ke kazdému vzorku pudy bylo poté automatickou pipetou piiddno 200 ul roztoku
s pozadovanou koncentraci a obsahem Zzivin. Kontrolni méfeni probihalo pouze s pudou,
ke které nebyla pfiddna zadna kapalina.
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5.4.2 Méreni na mikrokalorimetru TAM II1

Experimenty byly provadény pii rtiznych teplotach v zavislosti na experimentu, ale standardné
se mé&filo pfi 25 °C. Vliv teploty na pidni mikroorganismy byl zkoumén pfi teplotach
15a20 °C.

Pied zahdjenim métfeni musel byt signal v mikrokalorimetru stabilizovan. Poté byly méfici
ampule vlozeny do mikrokalorimetru a zavéSeny na drzak (zobrazeny na obrazku 11), ktery byl
soucasti pouzitého meéticiho nastavce (viz obrazek 2).

a
:
i

Obrazek 11: Drzak na ampule.

Ampule se do mikrokalorimetru vkladaji ve dvou fazich s Casovym odstupem, aby signal ziistal
co nejstabilnéj$i béhem manipulace se vzorky. V prvni fazi byly ampule zasunuty pouze do
poloviny délky drzaku (viz obrazek 12). Po 15 minutach nésledoval druhy krok, kdy byla
ampule zasunuta do méfici pozice, tedy zasunuta do termostatu mikrokalorimetru. Poté byl
dalSich 40 minut finalni signal ustalen. Po ustaleni signalu nasledovalo vlastni méfeni.
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Obrazek 12: Zasunuti drzaku s ampuli do polovicni délky drzaku.
5.5 Priprava vzorki pro izotermickou titra¢ni mikrokalorimetrii (ITC)

Pomoci izotermické titraéni mikrokalorimetrie (ITC) byly monitorovany interakce mezi
pidnim vzorkem a zasobnimi roztoky obsahujicimi ziviny. Tato metoda umoziiuje stanovit
termodynamické parametry téchto interakci na zdkladé zmén tepelného toku pii postupném
pfidavani zasobniho roztoku k ptidnimu vzorku.

Toto méfeni bylo provedeno tak, Ze se nechal injektovat ptesné definovany objem zasobniho
roztoku na poc¢atku experimentu do ampule obsahujici piidni vzorek.

Meg¢fieni bylo provedeno pii teplotach 20 a 25 °C pomoci mikrokalorimetru TAM III
(TA Instruments), coz umoznilo monitorovani uvolnéného tepla v redlném case b&hem
experimentu. Méteni bylo provedeno v ocelovych ampulich o objemu 4 ml, které byly nasledné
pfipevnény na nastavec mikrokalorimetru, jak je zndzornéno na obrazku 13. Méteny vzorek, do
kterého byl injektovan zasobni roztok, byl v pozici A (viz obrazek 15), pfi€emz v pozici B byla
reference, kde se v ampuli nachdzela pouze piida samotnd. Navazka vzorkl pudy byla vzdy 1 g.
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Obrazek 13: Nastavec na titracni méreni na TAM I11.

Obrazek 14: Ampule pro titracni méreni na TAM II11.
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Postup samotného méteni vypadal nésledovné:

1. Nejprve bylo nutné pfipravit nastavce pro izotermickou titraéni mikrokalorimetrii
(ITC). Bylo dulezité urcit spravnou délku vystupu trubicky tak, aby vstupovala do
ocelové ampule o objemu 4 ml ve spravné vysce.

2. Do ocelovych ampuli, véetné referencni, se navazil 1 g vzorku pidy. Bylo nutné zajistit,
aby vzorek zistal na dn¢ ampule a nebranil jejimu spravnému uzavieni.

3. Ampule se vzorkem se upevnily na néstavec (viz obrazek 13) a poté byly postupné

zasunuty do mikrokalorimetru ve tfech krocich, prvni pozici miiZzeme vidét na obrazku
15.

—

Obrazek 15: Zasunuti nastavce s ampuli obsahujici vzorek pudy do prvni pozice; v pozici A
ampule se vzorkem pudy; v pozici B reference.

4. Pripravil se zasobni roztok obsahujici ziviny (glukéza ¢ = 0,0416 M, siran amonny).

5. Stiikacka se naplnila zasobnim roztokem, uzaviela se a nasledn¢ byla umisténa do
pumpy piipojené k mikrokalorimetru (viz obrazek 16).
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Obrazek 16: Pumpa pripojend k mikrokalorimetru TAM III obsahujici naplnénou strikacku
s roztokem se zZivinami.

6. Nejprve byl zasobni roztok propustén trubickou, poté byla trubicka zavedena k néstavci
s pidnim vzorkem.

7. V systtmu TAM III se nastavily podminky experimentu. Pfed zahdjenim prvniho
méteni se jeSté provedla kalibrace systému.

Nastaveni experimentu:
= Teplota: 25 °C/20°C
= Davkovani:
o Celkové davkovani 200 pl zasobniho roztoku se zivinami.
o Cas: davkovani zasobniho roztoku se Zivinami hned ze zaatku experimentu.
o Trvani experimentu: 20 h
5.6 Respirometrické méreni

Respirometrické méteni bylo provadéno pomoci ptistroje OxiTop IDS B6. Pro zajisténi spravné
komunikace hlavniho ovlada¢e Multi 3620 IDS s pocitatem bylo nutné nainstalovat do Excelu
dopln€k Multi, diky kterému je mozné prenést namétena data do pocitace.

V nasledujicich krocich je popsan postup ptipravy experimentu a pribeh samotného méteni.
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1. Kazd4 hlavice byla nakonfigurovana (ndzev, doba méfeni, jednotky, propojeni
s hlavnim ovladacem).

2. Do métici nadoby bylo navéazeno 20 g suché pudy.
3. Pod hlavici byly vlozeny 2 pecky hydroxidu sodného (pro absorpci COz).
4. Ke kazdému ze Sesti vzorkl byl ptidan odpovidajici zasobni roztok (2 ml).

5. Hlavice byly pfipevnény na nadoby a spustilo se méfeni trvajici 7 dni. Takto pfipravené
nadoby s hlavicemi byly umistény do termostatu a nechaly se temperovat pii 20 °C,
viz obrazek 17.

6. Po ukonceni experimentu byla data stazena do pocitace a vyhodnocena.

Obrazek 17: Hlavice OxiTop IDS B6 umistény v termostatu.
5.7 Charakterizace pidy

Pted provedenim jednotlivych méfeni mikrobidlni aktivity v pidé je nezbytné provést jeji
zakladni charakterizaci. Fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy, jako je obsah vody, organickych
a anorganickych slozek, dusikatych latek a mikrobidlniho uhliku. Naptiklad mnozstvi vody
v pudé ovlivituje dostupnost kysliku, coz ma ptimy dopad na mikrobiélni aktivitu. Tyto vlivy
maji zasadni dopad na metabolické procesy mikroorganismil, at’ uz se bavime o projevu jejich
metabolismu ¢i ristu. Tyto faktory jsou klicové pro pochopeni procest probihajicich v ptidnim
prostfedi a pro interpretaci vysledkli mikrokalorimetrickych méfeni mikrobidlni aktivity [51].

V této kapitole budou postupné predstaveny jednotlivé metody charakterizace pady, které byly
pouzity vramci této diplomové prace. Nejprve bylo analyzovano slozeni vzorku pomoci
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termogravimetrické analyzy (TGA), kterd poskytla informace o obsahu vlhkosti a obsahu
organickych latek. Dale byla sledovana dostupnost dusiku, konkrétné¢ amoniakalni
a dusi¢nanové formy, jez jsou klicové pro vyzivu mikroorganismi, nebot’ jsou pro n¢ dobie
pfistupné. Nasledovat bude stanoveni mikrobidlniho uhliku (Cuic), coz je dilezity ukazatel
aktivity mikrobidlnich spolecenstev, ale také obsahu Zivin v pd¢.

Kromeé téchto analyz bude hodnocena také vodni zadrzni kapacita piady (WHC — Water Holding
Capacity), ktera ovliviiuje dostupnost vody pro mikroorganismy a tim i jejich metabolickou
aktivitu. Tato charakterizace poskytne diilezit¢é informace pro interpretaci naslednych
experimentl a umozni lepsi pochopeni procesti probihajicich v ptidnim prostredi.

5.7.1 TGA analyza

Me¢éteni bylo provedeno pomoci analyzatoru TGA 5500 (TA Instruments). Vzorek pudy
odebrany u Fakulty chemické VUT v Brné¢ byl podroben analyze v oteviené panvicce za
pfistupu vzduchu v teplotnim rozsahu 25 az 1000 °C.

Obsah vlhkosti, organického a anorganického podilu byl stanoven s vyuzitim softwaru
Universal V4.5A (TA Instruments).

5.7.2 WHC - vodni zadrZna kapacita pudy

Vodni zadrzna kapacita pidy (WHC) pfedstavuje maximalni mnozstvi vody, které je puda
schopna zaujmout. Tento parametr je zdsadni, abychom pochopili schopnost pudy zadrzovat
vodu a nésledné ji poskytovat rostlindm a mikroorganismtim. Vlhkost pidy hraje dalezitou roli
v regulaci mikrobialni aktivity. Dostupnost vody v pudé¢ pfimo ovlivituje metabolické procesy
mikroorganismi, jako napf. rozklad organické hmoty a fixace dusiku. Naptiklad specidlni
struktury na povrchu pidy, které se vyskytuji v suchomilnych ekosystémech, mohou pomahat
zadrZovat vodu a tim podporovat mikrobidlni aktivitu. Tyto povrchové vrstvy ptispivaji ke
zvySeni schopnosti pudy véazat vodu, ¢imz vytvafeji pfiznivéjSi podminky pro Zivot
mikroorganismu a zaroven chrani ptidu pied erozi [52].

Na WHC ma ptimy vliv fyzikalni struktura pidy, hlavné zejména velikost a distribuce pora.
Dale pak mé zasadni vliv organicky obsah, ktery zvySuje schopnost pidy vézat vodu. Vyssi
WHC je bézné pro plidy s jemnou texturou (jil), na rozdil od piscitych piid, které maji nizsi
WHC kvuli vétsim poram, které umoznuji rychly odtok vody.

Zpisob stanoveni WHC pudy, ktery jsme pouzili je zavedenym laboratornim postupem. Postup
zahrnoval vysouSeni suché plidy a postupné nasyceni vodou az do optimdlniho nasyceni
pudniho vzorku. Méfeni bylo provedeno v laboratofi a jednotlivé faze experimentu byly
provedeny nasledujicim zptsobem:

1. Pfedem zvazeny vzorek pidy byl susen v susarn€ po dobu 2 hodin pti 105 °C.
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Obrazek 18: Vzorek pudy po vysuseni.

2. Poté se po kapkach ptidavala destilovana voda do vzorku a sledovala se absorpce vody
do pudy. Po kazdém piidani se nechala ptda kratce stabilizovat, aby voda méla moznost
se rovnomeérné vsaknout.

3. Proces pokracoval, dokud se neobjevily prvni zndmky piebytecné vody na povrchu
vzorku, coz signalizovalo, ze ptida jiz nemuze absorbovat vice vody.

4. Hmotnost nasyceného vzorku se zaznamendvala a porovnala s pluvodni suchou
hmotnosti. Vypocet WHC se provedl podle nésledovného vzorce:

Myasycené piidy = Msuché pidy

WHC (%) = - 100

Msyche pudy

Obrazek 19: Vzorek pudy po pridavani demineralizované vody po naplnéni kapacity.

Tato metoda poskytuje ptibliznou hodnotu WHC, kterd umoziuje srovnavat rizné padni vzorky
a hodnotit jejich schopnost zadrzovat vodu.
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5.7.4 Analyza chemickych a biologickych vlastnosti pidy

Me¢fteni charakterizace ptidnich vzorkl byla provedena na Mendelové univerzité v Brng, které
je vybavend vhodnymi zafizenimi a zavedenymi postupy pro méfeni mikrobialni aktivity
v pudé€. Pouziti modernich pfistrojii a metodickd podpora umoznily uskutecnit experimenty
s vysokou piesnosti.

Vzorky pudy byly odebrany na péti riznych mistech pfed Fakultou chemickou VUT v Brné,
oznacenych od A do E, aby se ziskaly vzorky z riznych prostiedi, ktera se mohou lisit ve slozeni
a vlastnostech.

Soucasti analyzy bylo hned nékolik parametri. Ty zahrnuji obsah dusikatych sloucenin
(amoniakalni a dusi¢nanovy dusik), obsah mikrobialniho uhliku, suSiny a vodni kapacity. Tyto
parametry jsou zasadni pro pochopeni zdravi pidy a jeji schopnosti zadrzovat vodu, coZ ma
pfimy vliv na rist rostlin a aktivitu mikroorganisma.

Obsah dusiku v pidé, jak ve form¢ amoniakalniho dusiku, tak dusi¢nanového dusiku,
je dilezitym ukazatelem zivinového cyklu, protoze dusik je jednim z hlavnich prvka
potiebnych pro rist rostlin. Formy dusiku byly stanoveny podle postupu, ktery vyuzili autoti
Kucera A., Holik L. a spol. [53]. Obsah uhliku, zejména mikrobialniho uhliku, pak poskytuje
informace o aktivité¢ mikroorganismu v ptidé, které jsou nezbytné pro rozklad organické hmoty
arecyklaci zivin. Jeho obsah se stanovil pomoci metody, kterou vyuzili autoti Zbiral J., Maly S.
a spol. [54]. Dale byla méfena susina, kterd je dilezita pro stanoveni vlhkostnich a nutricnich
podminek v piidé, kterd byla stanovena také podle autort Zbiral J., Maly S. a spol. [55].

Odbér vzorkli pudy, které byly nasledné podrobeny podrobné analyze, byly sbirany do
specialnich nddob ur¢enych pro tento ucel tak, aby se zajistilo, ze vzorky budou chranény pred
kontaminaci a riznymi vlivy okolniho prostiedi, které by mohly ovlivnit vysledky analyzy.
Po odebrani se tedy vzorky peclive stlacily do téchto nadob a odstranil se piebytecny vzduch,
¢imz se ziskal kompaktni vzorek. Nasledné byly vzorky predany k laboratorni analyze na
Mendelovu univerzitu, kde byly podrobeny dal§imu zpracovani a naslednému méfeni.

Naésledujici fotografie ilustruji pritbéh plnéni nadob vzorkem ptdy pfi odbéru.

Obrazek 20: Prazdna nadoba na odbér vzorkii pudy.
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Obrazek 23: Nadoba na odber vzorkit uzavicena.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty vysledky ziskané z méteni provadénych v ramci této
diplomové prace a je provedena diskuse k ziskanym vysledkim.

6.1 Charakterizace pidy

Byly provedeny analyzy pro zjisténi charakteristik ptid, u kterych se v rdmci této prace mefil
mikrobidlni metabolismus. Ty si podrobn¢ rozebereme niZe.

6.1.1 TGA analyza

Z termogravimetrické analyzy vzorku plidy (navézka 11,853 mg) z okoli Fakulty chemické
VUT v Brné¢, ktera probihala 12. 3. 2024, mizeme vidét, ze obsah vlhkosti byl stanoven na
27 %, coz odpovidalo tbytku hmotnosti 2,699 mg.

Tento pokles hmotnosti nastal pfi teploté¢ do zhruba 150 °C, coz odpovida odpatovani vody.

110 0.2
100 | , 0.0
22.77% VLHKOST o
%0 590n L02 ¢
%2 (2.699mg) o7
& 2
5 £
= 2
1 s S
- 7.636% ORGANIKA s
(0.9051mg) 2
iy ¥ t-06
69.37%
60 g v T T T v T T T T g T T g -0.8
0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Obrazek 24: TGA analyza vzorku pudy.

Z dat na obrazku 24 vidime, zZe organicka slozka ve vzorku ¢inila 7,6 %, coz odpovidalo dalsi
zméné hmotnosti o 0,9 mg vzorku. Tato ztrata hmotnosti souvisi s termickym rozkladem
organickych materialii, ktery je obecné pozorovan v teplotnim rozmezi od 200 °C az asi do
600 °C. Nejvetsi podil ve vzorku (69,37 %) tvoii anorganicka slozka, kterd zistala po odpateni
vody a spaleni organického materialu. Pti nejvyssich méfenych teplotach (nad 600 °C) tento
zbytek zlstava stabilni a obsahuje mineralni slozky.
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Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno v softwaru Universal V4.5A (TA Instruments). Celkova
hmotnost vzorku byla 11,853 mg.

6.1.2 Stanoveni WHC — vodni zadrZna kapacita pidy

Bylo provedeno stanoveni vodni zadrzné kapacity (WHC), ktera podle nasledujiciho vztahu
vysla na 84,7 %.

nasycené piidy ~ Msuché pii 29901 - 15771
yeend pudy” Tuchepidy o= 20 8479,
Mgyche pudy 1 5371

m
WHC (%) =

To znamend, ze plida mad vysokou WHC (schopnost zadrzovani vody), coz povede k lepsi
dostupnosti vody pro mikroorganismy a jejich metabolickd aktivita bude tudiz podpoiena.
Tento faktor je pomérné dilleZity pro interpretaci mikrokalorimetrickych méfeni, nebot’ vihkost
pudy pfimo ovliviiuje dynamiku mikrobidlni odezvy.

6.1.3 Analyza chemickych a biologickych vlastnosti piidy

Namétend data, kterd byla ziskana pti analyze obsahu dusiku, uhliku a suSiny, jsou zobrazena
v nasledujicich tabulkach. Tyto tabulky umoziuji detailni piehled o vlastnostech pudy
odebranych z 5ti mist v blizkosti pozemku Fakulty chemické VUT v Brné.
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Tabulka 3: Obsah dusiku a uhliku v merenych vzorcich.

o ,. | Dusi¢nanovy | Mikrobialni

Amoniakalni dusik dusik uhlik
L N-NOs/ Chic (ng C/

Vzorky | pg/gsuché pudy ,vslﬁché pil d}% suétfy) .
Al 2,06 0,52 687,81
A |2 2,17 0,70 614,98
A |3 2,55 0,62 612,28
B |1 2,02 0,70 545,67
B |2 1,75 0,70 553,81
B |3 1,75 0,68 559,24
C |1 1,54 0,63 446,02
C |2 1,54 0,51 416,99
C |3 20,74 0,63 374,76
D |1 2,44 0,46 479,48
D |2 1,90 0,44 492,95
D |3 1,68 0,48 501,03
E |1 1,69 0,52 441,76
E | 2 1,58 0,52 457,45
E |3 1,79 0,56 470,52

Obsah amoniakalniho dusiku (N-NH4") a dusi¢nanového dusiku (N-NOs™) se 1isi podle mista
odbéru. Nejvétsi rozdil vidime u hodnoty amoniakalniho dusiku na lokalit¢ C3 (20,74 ng/g),
ktera je vyrazné vyssi nez ostatni méteni. To mlize naznacovat lokalni akumulaci amoniaku,
napiiklad v disledku mikrobidlnich procesti nebo pfisunu organické hmoty. Zaroven je vSak
tieba zvazit moznost experimentalni chyby ¢i nehomogenity vzorku, které by mohly vést k této
vyrazné odchylce.

Mikrobialni uhlik v pid€ (Cnic) odrazi aktivitu a mnozstvi mikrobidlni biomasy v pade¢.
Nejvyssi hodnoty byly naméfeny v lokalité A, coz naznacuje piiznivéjsi podminky pro
mikroorganismy, jako napiiklad vyssi obsah organické hmoty ¢i lepSi dostupnost Zivin. Nizsi
hodnoty na lokalit¢ B naznacuji méné pfiznivé podminky pro mikroorganismy. Naopak
minimalni hodnoty mikrobialniho uhliku byly zjistény na misté¢ C, coz ukazuje na nepiiznivé
podminky pro mikrobialni aktivitu.
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Tabulka 4: Obsah susiny.

Vzorek | SuSina (%)
A 82,75
B 82,25
C 84,46
D 82,86
E 85,22

Na tabulce 4 miizeme vidéet, ze obsah suSiny se pohyboval mezi 82,25 % (B) a 85,22 % (E).
Rozdily mezi lokalitami mohou byt zplisobeny diisledkem odli$né ptidni struktury, obsahu
organické hmoty nebo mikrobialniho sloZeni.

6.2 Mikrokalorimetricka méreni na TAM II1

Tato Cast navazuje na poznatky ziskané v mé bakalaiské praci a rozSifuje je o dalsi
experimentalni pfistupy a analyzy. Cilem je interpretovat ziskana data v kontextu dosavadniho
vyzkumu a zhodnotit jejich vyznam pro porozuméni metabolickych procesti v pldnich
vzorcich.

Ziskana surova data z kazdého experimentu byla exportovana do Excelu pro vytvoreni grafu
(enthalpogram), ktery zobrazuje zavislost normalizovaného tepelného toku na ¢ase méteni.
Normalizovany tepelny tok byl vypocten z ptivodnich dat tepelného toku a vztaZzen na gram
vzorku. Méfeni byla provadéna v multikalorimetru (obrazek 2) a vzdy byla provadéna soucasné
se Sesti vzorkovymi ampulemi. V této kapitole jsou pro piehlednost prezentovana pouze
vybrana data pro srovnani riznych typl vzorkd, pti¢emz zbyvajici namefena data jsou uvedena
v priloze.

Hlavnim cilem této studie bylo méfit mikrobialni aktivitu, odrazejici metabolické procesy, které
se projevi zménou tepla, vcetné¢ respirace pudnich mikroorganismi. Namétené kiivky
predstavuji exotermickou aktivitu mikrobt pfitomnych ve vzorcich pidy. Exotermicky projev
pozorujeme jako kiivku, kterd se ohyba do piku (obrazek 25).

V tomto ohledu maji kiivky 1 az 4 klasicky exotermicky prub¢h a jsou vyznamné odliSné nez
referencni vzorky skladajici se z Cisté piidy nebo pudy nasdklé pouze vodou (kiivky 5 a 6).
Navic bylo pozorovadno, ze normalizovana hodnota tepelného toku se Casem snizuje, jak
mikrobidlni aktivita ustupuje.
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Obrazek 25: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorky Cerstvé piidy
s pridavkem stejné koncentrace roztokii (ZR = zdsobni roztok = roztok se Zivinami o puvodni

koncentraci Zivin).

Slozeni pidy muze byt vzdy mirné odlisné, ale metoda se ukdzala jako vhodna pro detekci
mikrobidlni aktivity v pidé. Toto tvrzeni je podpofeno nasimi daty a srovnanimi s védeckou
literaturou (napt. Barros et al. [31]). I ndmi provedené opakované experimenty potvrdily
pritomnost mikrobidlni aktivity, coz svédci o spolehlivosti pouzité metody.

6.2.1 Vliv skladovani na mikrobialni aktivitu

V literatufe se bézné setkdvame s tim, Ze vzorky plidy autofi uchovévali pti 4 °C v lednici,
a proto jsme chtéli ovéfit, zda takové podminky skute¢né nemaji dopad na mikrobialni aktivitu.
Na tento postup skladovani vzorkl pfed métenim se odkazovali autofi jako napiiklad M. Isabel
Barja a spol. [56], ale také N. Barros a S. Fejoo [57].

Provedly se tedy experimenty, kdy bylo nasim cilem sledovat vliv doby skladovani odebrané
pudy na tvar naméfenych kiivek v enthalpogramu, jinymi slovy na miru intenzity mikrobialni
aktivity. Prvni méfeni, které bylo provedeno s pravé cerstvé odebranou pidou, mizeme vidét
na obrazku 26. Byly pouZity tfi rizné koncentrace zasobniho roztoku obsahujiciho glukézu
a siran amonny. Vy$si zastoupeni zivin vedlo k siln€jSimu projevu, tedy vyssimu i SirSimu piku
v pozdéjsi ¢asti méfeni, kdy sledujeme mikrobiélni projev.
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Nasim hlavnim z4jmem bylo sledovat, jak se zméni pribéh namétenych kiivek pro piidu, ktera
byla uchovana v lednici pfi teplot€¢ 4 °C po dobu jednoho az tii mésici. Méfeni se vzorky
uchovavanymi v lednici prob¢hlo tedy tfikrat v mési¢nich intervalech.

100 T
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30 +
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0

normalizovany tepelny tok (uW/g)

0 5 10 15 20
t (hod)

Obrazek 26: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorky cCerstvé piidy
s pridavkem zasobnich roztokii o riiznych koncentracich.

Nize uvedené grafy zobrazuji data ziskana v mési¢nich intervalech, béhem nichz byla ptida
uchovavéna pii 4 °C v lednici. Kazdy mésic bylo méfeni zopakovéano, aby se zhodnotily
pfipadné zmény v mikrobialni aktivit¢ vzorkl pady.

44



180 +

@ 160 +
E 140 +
v
S 120 +
E)
< 100 +
53
jé 80 +
S 60 +
o
N
= 40 T
]
(=}
0 } } } |
0 5 10 15 20

t (hod)
Obrazek 27: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorek pudy skladovany pri
4 °C v lednici po dobu 1 mesice. Mereno pri 25 °C.
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Obrazek 28: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorek pudy skladovany pri
4 °C v lednici po dobu 2 mésicii. Méreno pri 25 °C.
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Obrazek 29: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorek pudy skladovany pri
4 °C v lednici po dobu 3 mésicii. Méreno pri 25 °C.

Ve vSech tfech grafech mizeme vidét, Ze namétené kiivky maji podobny tvar, kdy zpocatku
dochazi k pomérné prudkému nérGstu mikrobidlni aktivity, na které navazuje postupné
snizovani signalu v prabéhu casu.

Pocatecni nartist signalu, pfipadné jeho vyssi pocatecni hodnoty, si spojujeme s projevem
hydratace (zacatek experimentu). AZ nasledny pribéh signalu s vyskytem mensiho piku odrazi
skutec¢nou mikrobialni aktivitu (cca 5. a 10. hodina).

Zamétime-li se na rozdily v méfeni, tak je vidét, Ze prvni graf, ktery vidime na obrazku 27,
ukazuje vyraznéjsi maxima aktivity u nékterych vzorki, coz mlize znamenat, ze v tomto méfeni
byla mikrobialni aktivita vy$si. Ve druhém grafu na obrazku 28 se zd4, Ze aktivita nékterych
vzorkl je o néco nizsi nez v prvnim. Na tfetim grafu (obrazek 29) pozorujeme rychlejsi pokles
aktivity, coz muze naznaCovat niz$i metabolickou aktivitu mikroorganismti po delsi dobé¢
skladovani vzorkl. Zaroven na obrazku 29 zietelné vidime, Ze k aktivit¢ mikrobialni slozky
pudy doslo podstatné pozdéji nez u predchozich méfenich, a tedy Ze naméteny signal nejprve
klesl na nulu a az poté rostl (cca 1. hodina).

To naznacuje, Ze mikroorganismy byly ve fazi snizené¢ metabolické aktivity ¢i Uplné€ klidovém
rezimu. Proto je také pochopitelné, Ze jejich probuzeni a obnoveni aktivity trvalo déle, coz miize
byt diisledkem delsiho skladovani vzorku. Celkové se mikrobialni aktivita v poslednim méfeni
projevila méné intenzivné, coz potvrzuje trend poklesu aktivity s dels$i dobou skladovani.

Z literatury, jak uvadéji M. Isabel Barja a spol. [56], ale také N. Barros a S. Fejoo [57], vyplyva,
ze skladovani ptidnich vzorkt pti 4 °C je v dne$ni dobé pomérné béznou praxi, protoze poméaha
uchovat mikrobidlni spolecenstva pomérné stabilni. Nicméné nami naméfend data naznacuji,
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ze aktivita mikroorganismi muze s dobou skladovani klesat, coz znamend, Ze i pfi bézném
skladovani dochazi ke zménam.

Pokud chceme tedy co nejpiesnéji zachytit pivodni mikrobidlni aktivitu v ptidnich vzorcich,
je vhodné provést méfeni ihned po odbéru vzorki pudy. Ukazuje se, ze zpozdéni jen nékolika
mésict mize vést ke zméné mikrobidlni aktivity.

KdyZ bychom chtéli porovnat naméfené vysledky naptiklad s autory N. Barros a spol. [57],
tak jejich namétend data po 3 mésicich vypadala nasledovné.
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0.1+ /7
P

0 10 20 30 20 50
Time/h

Obrazek 30: Krivky vykonu na case zaznamenané u vzorki piidy obohacenych zZivnym roztokem
obsahujicim glukozu jako zdroj uhliku [57].

Autofii pouzili stejné zdroje zivin v zasobnim roztoku, tedy glukézu a siran amonny, avSak
v mirn¢ odlisnych koncentracich. Na prvni pohled je patrné, Ze stejn€ jako v naSem ptipad¢ se
1 v jejich experimentu mikrobidlni aktivita projevila vyraznéji az pozd&ji. Autofi zaznamenali
nejvyssi mikrobidlni aktivitu az kolem 40. hodiny, na rozdil od nas, kdy byla zaznamenéana
podstatné dfive, a to cca kolem 10. hodiny.

6.2.2 Vliv teploty méieni na mikrobialni aktivitu

Jako dalsi parametr, na ktery jsme se zaméfili, byl vliv teploty na mikrobialni aktivitu u Cerstvé
odebranych vzorkl plidy. Pfed kazdym méfenim bylo nutné vytemperovat ampule na teplotu
méteni. Prvni méfeni bylo provedeno pti 15 °C a jeho prabeh byl nasledujici:
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Obrazek 31: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorek piidy méreny pri
15 °C. Zasobni roztoky pro kiivky 1 az 5 obsahovaly glukozu a siran amonny o ¢ = 0,0416 M.
V 6. ampuli byla voda.

Nejdulezitéjsi je poznatek, ze k nejvySsimu projevu mikrobidlni aktivity doslo az kolem
25. hodiny méfeni ve srovnani s méfenim pii 25 °C, které je vidét na obrazku 26. Je patrné,
ze se vyrazn¢ posunul projev mikrobidlni aktivity.

Nasledovalo méteni pii 20 °C (obrazek 32). U tohoto méfeni jsme pozorovali projev pidniho
spoleCenstvi jiz kolem 15. hodiny, jak si mizete vSimnout na grafu. Doslo tedy k vyraznému
casovému posunu v projevu mikrobioty v zavislosti na teploté¢ méfeni.
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Obrazek 32: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro vzorek piidy méreny pri
20 °C.

Zavislost mikrobidlni aktivity na teplot¢ méfeni dava smysl, nebot’ vime, Ze vyssi teplota
obecné urychluje metabolické procesy mikroorganismti.

Pro ptehlednéjsi porovnani miizeme na obrazku 33 vidét souhrnny graf, ktery zahrnuje kiivky
ampuli (konkrétné ampuli €. 2) ze vSech méfeni, kde byl pozorovan vliv teploty. Tady mizeme
jasné vidét, ze pii 15 °C doslo k nejpomalejSimu projevu mikrobidlni aktivity.
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Obrazek 33: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro ampule ¢. 2 z méreni viivu
teploty na mikrobialni aktivitu z obrdzkit 26 a 27.
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6.2.3 Vliv sterilizace ampuli

Nasledujicim faktorem, ktery vzbudil nasi zvé€davost, byl vliv sterilizace ampuli na naSe méfeni.
V literatufe n€kdy autofi uvadéli, ze soucasti pfipravy na meétfeni obdobné problematiky
sterilizovali ampule, ovSem ne vSichni. Konkrétné autofi W. Hassan a W. Chen [40]
sterilizovali ampule pomoci 75% ethanolu, jenz mé antimikrobialni G¢inky.

V prvnim experimentu se nechaly ampule sterilizovat 75 % ethanolem, ktery se nechal po dobu
jedné hodiny odpafit za laboratornich podminek. Vysledek méteni, ktery muzete vidét na
obrazku 34, néas velmi piekvapil, nebot’ misto toho, abychom pozorovali Gtlum mikrobialni
aktivity, doSlo k opaku. Mikrobialni aktivita se projevila vyraznéji a o néco pozd¢ji nez
v experimentech, kde se ampule nesterilizovaly.
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I~ ——2_sterilizovano (c)
%. 200 ——3 sterilizovano (c)
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s
>
o
N
Té 50 +
g \

0 f f f f f i
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Obrazek 34: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case, sterilizace 1.

Toto méfeni bylo opakovano, nebot’ bylo tfeba ovéfit naméfené vysledky. U nasledujiciho
méteni, které je na obrazku 35, vidime, ze doslo ke stejnému jevu jako u predchoziho méfeni,
a tedy k tomu, Ze do$lo opét k posunuti aktivity v ptfipadech, kdy byly ampule sterilizovany.

Prvni dvé ampule byly sterilizovany jen pomoci 75% ethanolu, kde opét pozorujeme silné;jsi
a delSi projev mikrobidlni aktivity ve srovnani s referenci, tedy ampuli ¢. 6, kterd nebyla
sterilizovana.

U tfeti ampule se kromé ethanolu nechala ampule vysusit pomoci suchého vzduchu (z rozvodu
v laboratofi). Tento krok zpétné¢ hodnotime spiSe jako problematicky, nebot’ doslo v tomto
pfipadé k silnému utlumu aktivity, coz si myslime, Ze bylo kontaminaci ampule vzduchem.
Uampuli ¢. 4 a 5 byla kromé¢ sterilizace ethanolem a nasledného odpafeni na vzduchu
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provedena jeSté dodatecnd sterilizace nad plamenem kahanu, kterd ovSem méla nejspis stejny
efekt, jako sterilizace pouze pomoci ethanolu.
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200 T
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< 140 + :
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2 120 +
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Obrazek 35: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case, sterilizace 2.

Sterilizace ampuli v pfipad¢ pouziti 75% ethanolu nevedla ke sniZeni aktivity, ale naopak doslo
k jejimu podpofeni. Tento jev mohl byt nejspis zplsoben tim, Ze pokud néjaky ethanol ztistal
vampuli 1 po odpafeni, tak mohl potlacit nebo zcela eliminovat méné odolné ptitomné
mikrobidlni druhy, ¢imz by vytvofil prostor pro rast téch mikroorganismd, které se s timto
stresem dokazaly 1épe vyporadat. Takové mikroorganismy mohly tak mit k dispozici vice Zivin
a prostoru, coz by mohlo vést k prudSimu narastu aktivity v pozd¢jsi fazi méfeni.

Jako dalsi variantu bereme v tivahu, ze by mohla byt metabolicka aktivita naopak podpoiena
stresem u nékterych druhli mikroorganismi. Takové mikroorganismy by tak reagovaly
zvySenou produkci ochrannych enzymi nebo jinymi adaptivnimi mechanismy. Mohlo nejspis
také dojit k situaci, kdy by ethanol mohl ovlivnit dostupnost Zivin, nebot’ jeho pfitomnost by
mohla ovlivnit rozpustnost nékterych latek, coz by vedlo naptiklad ke snadngjsi dostupnosti
zivin pro prezivsi mikroorganismy.

Od sterilizace ampuli jsme ovSem nakonec Uplné upustili, nebot’ at’ uz by se pouzila jakakoliv
forma sterilizace, tak by se muselo sterilizovat i v§e ostatni, kromé samotné ptudy a to by bylo
velmi komplikované.

6.2.4 Vliv zimniho ro¢niho obdobi na mikrobialni aktivitu

Dalsi méfeni bylo provedeno v zimnim obdobi, konkrétné 4. 2. 2025, kdy se venkovni teploty
pohybovaly kolem —3 °C. Cilem bylo zjistit, zda se projevi néjaké rozdily pfi pozorovani
mikrobidlni aktivity ve vzorcich pidy odebranych pfi takto nizké teploté.
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Obrazek 36: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case; odbeér vzorku pri venkovni
teplote —3 °C. Mereno pri 25 °C.

U tohoto méfeni pozorujeme, Ze vSechny kiivky vykazuji obdobny prub¢h s dosazenim
exotermického piku kolem 10. hodiny. Ocekdvany vysledek by byl spiSe opozdény projev,
nebot” piida byla odebirdna pfi nizSich teplotach, kdy jsme si jiz u pfedchozich experimentech
jasné potvrdili, Zze se snizujici teplotou se posouva pik projevu mikrobidlni aktivity do
pozd¢jsich doby. OvSem méieni probihalo pti 25 °C, a nez samotné méteni zacalo, tak se ptida
uz postupné zahtivala a mikrobialni spolecenstvi se adaptovala na vstiicnéj$i podminky, nebot’
pfi vysSich teplotach je jejich metabolismus rychlejsi. Nami namétené vysledky se nejspis proto
nelisi od méteni pii vySsich venkovnich teplotach.

6.2.5 Izotermicka titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC)

Pii experimentech v uzavienych ampulich nelze z principu experimentu zaznamenat signal
hned od okamziku, kdy je do ampule ke vzorku plidy pfidan roztok se zivinami. Ampule se
musi po pfidavku roztoku k piid€ nejprve uzavtit a pak nasleduje pomérné dlouhé doba, kdy se
postupné zasouvaji do mikrokalorimetru az do findlni méfici polohy. Signal mikrokalorimetru
je béhem této doby nestabilni diky mechanickému zasouvani ampuli, proto tento priib&h neni
relevantni pro popis chovani vzorku v ampuli.

Pocatek interakce vzorku pudy s Zivinami lze zaznamenat s vyuZzitim titrace. Béhem titra¢niho
experimentu je totiz roztok Zivin do méfici ampule k ptidé davkovan az v okamziku ustaleného
signalu, coz umoziuje zaznamenat pocatek experimentu, ktery je klicovy pro tcely této prace.

Zasobni roztok byl pouzit o plivodni koncentraci (glukéza a siran amonny), abychom mohli
dobfe srovnavat ziskand data s pfedeslymi experimenty. Vystup z prvniho experimentu,
ktery trval 15 hodin, je znazornén na obrazku 37.
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Obrazek 37: Zavislost tepelného toku na case pro prvni ITC experiment. Méreno pri 25 °C.

Zasobni roztok o objemu 200 pl byl injektovan hned po startu experimentu a tak mizeme krasné
vidét, ze ze zacatku doSlo k hodné vyraznému nartstu tepelného toku, ktery nasledné velmi
prudce klesa. Usuzujeme, Ze tento prvotni pik bude projevem hydratace (kdy ptida interaguje
s vodou a dochazi k exotermické reakci), nebot’ jeho prudky pokles nejde srovnavat s projevem
mikrobidlni aktivity, ktery jak vidime u experimentii v uzavienych ampulich, se projevuje
vur€itém case a v konkrétnim tvaru piku. Tieti pik, ktery je patrny ve druhé poloviné
experimentu, neni jednoznacné vysvétlen, a proto byl experiment zopakovan pro potvrzeni
vysledkd.
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Obrazek 38: Zavislost tepelného toku na case pro druhy ITC experiment.

Na méfeni, které je vidét na obrazku 38, vidime, Ze pribéh experimentu je trendoveé shodny
s predchozim méfenim, i kdyz pik mikrobialni aktivity je vidét o par hodin diive. Hlavni je,
ze zmizel tieti pik v ¢ase zhruba 13 hodin, da se tedy konstatovat, Ze se jednalo o chybu méfeni.
Nejspi$ v ptredchozim piipadé doslo k nerovnomérnému protékani ptidaného roztoku do pidy.

KdyZ porovname méfeni ITC s métenimi predeslymi (obrazek 36), tak je patrné, Ze k nejvyssi
mikrobidlni aktivit¢ doslo opét kolem 10. hodiny méfeni, pficemz pocatecni projev hydratace
nebyl v piipad€¢ izotermické mikrokalorimetrie v uzavienych ampulich zaznamenan cely,
a samotné méteni zacina tim, Ze dochdzi ke klesani tepelného toku hned ze zac¢atku méfeni, coz
jsme si potvrdili na zédklad¢ experimentti na ITC. Skute¢ny mikrobialni projev tedy pozorujeme
az v dalsi ¢asti meteni, kdy se zfetelné projevi mikrobialni metabolismus, ktery pochopitelné
potiebuje vice ¢asu, aby nab¢hl.

Pro potvrzeni trendu byl proveden ITC experiment za nizsi teploty, tedy 20 °C, ktery je vidét
na obrazku 39.
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Obrazek 39: Zavislost tepelného toku na case pro dalsi ITC experiment pri 20 °C.

Na tomto méfeni vidime, Ze snizenim teploty doslo k vyraznému posunuti mikrobialni odezvy,
jak to jiz bylo pozorované na ptedeslych experimentech (obrazek 32). Mikrobidlni projev se
v tomto piipad¢ posunul az na cca 15. hodinu méfeni, coz vidime i na vysledcich predeslého
experimentu, pravdépodobné se tak stalo v disledku pomalejsiho metabolismu pfi nizsi teploté.

6.2.6 Studium mikrobiilni aktivity p¥i vyuZiti riiznych zdroji Zivin

Dale nas zajimalo, jaky bude mit vliv vyuziti riznych zdroju Zivin pro podporu mikrobidlniho
metabolismu. Alternativni zasobni roztoky obsahovaly fruktdzu, trehalézu a lignohumat.
Zajimalo nas, jak se budou namétend data liSit ve srovnani s ptivodné pouZzitou glukdzou pfi
zachovani jeji koncentrace. Chtéli jsme zaznamenat, zda slozitost struktury Zivin bude hrat roli
pfi projevu mikrobidlniho metabolismu. Fruktéza je monosacharid, tedy stejn¢ jednoducha
struktura jako glukoéza, naopak trehal6za je jiz disacharid a lignohumat je slozitd komplexni
organicka latka.

Jak si mizeme vSimnout, tak na obrdzku 40 vidime naméfené vysledky normalizovaného
tepelného toku pro vybrané substraty.
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Obrazek 40: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case pro alternativni zdroje Zivin
(fruktoza, trehaloza, lignohumat). Mereno pri 20 °C.

Z vysledki je patrné, Ze vybrané monosacharidy (glukdza, fruktdza) byly vyuzity mikrobialnim
spolecenstvem jako prvni, a to uz piiblizné¢ kolem 14. hodiny, kdy dochédzelo k nejvyssimu
vyuziti substrati, poté dochazelo k pomalému klesani signalu. Tento pribéh naznacuje,
ze jednoduché cukry byly velmi dobie dostupné a mikroby je mohly rychle spotiebovat jako
primarni zdroje energie.

vvvvvv

rozdil od piedeslych monosacharidi. U kiivky pro plidu s pfidavkem trehalozy se da fict,
ze 1 jeji pribeh byl podstatné delsi, nebot’ signal nasledné klesal velmi pozvolna. Z toho méfeni
zpracovat, nebot’ jej nespi§ mikroby musely Stépit, aby se dostaly k Iépe zpracovatelnému
substratu.

Nejpatrnéjsi rozdil v priitbéhu byl pozorovan u vzorku lignohumatu, ktery je komplexni
a obtizné rozlozitelnou latkou. Po pfidani lignohumatu vykazovala mikrobidlni slozka pudy
nejvyssi aktivitu podstatné pozdéji, cca kolem 20. hodiny, ovSem co je asi 1 zajimavejsi,
jeji aktivita trvala nejdéle, nebot’ nasledny signal klesal velmi pomalu. Vidime, Ze tedy mikroby
opét potiebovaly del§i adaptacni fazi, aby byly schopné pfeménit lignohumat na latku
vyuzitelnou pro sviij energeticky metabolismus, zaroven je patrné, ze lignohumat by mohl byt
vhodny jako dlouhodoby a stabilni zdroj organického uhliku, ktery mikroorganismy postupné
rozkladaji a vyuzivaji po delsi Casové obdobi.
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6.4 Respirometrie

Jako dalsi jsme provedli respirometrické méfeni, kdy jsme chtéli vysledek méfeni, ktery odrazi
pfimy metabolismus mikroorganismil ve vzorku, nebot’ diky respirometrii meéfime vyvoj CO-,
ktery mizeme porovnat s vystupem z izotermické mikrokalorimetrie v uzavienych ampulich na
TAM 111, kdy se méfi obecné vyvoj tepla. Presnéji feceno jsme schopni pomoci respirometrie
kvantifikovat biochemickou spotiebu kysliku (BOD) v case, kterd pfimo odrazi dychéani
mikrobtll ve vzorcich piidy. Vysledek méfeni vidime na néasledujicim grafu.

1200 +
——1 voda
1000 + 2 voda
—3 glutsiran
800 + 5_lignohumat
?ﬁ ——6_lignohumat
é 600 + X 4 glutsiran
a
o
400 +
200 +
0 : f f f i
0 50 100 150 200

t (h)

Obrazek 41: Zavislost BOD na case pro respirometrické méreni. Méreno pri 20 °C.

V ptipadé¢ méieni ¢. 4 doSlo ktechnickym problémim a nebyla stazena data zhlavy
respirometru (kompletni ¢asova zavislost jako u ostatnich vzorkl). Vysledky pro hlavu ¢. 4
jsou zobrazeny jako 5 konkrétnich hodnot uvedenych v surovém zdznamu na méficim pfistroji.

Z méteni vyplyva, ze ve vzorcich, do kterych byla pfidana pouze voda, tedy kiivky 1 a 2, doslo
k minimalnimu projevu mikrobidlni aktivity. Ve srovnani s méfenim na TAM 111, které je vidét
na obrazku 42, které probihalo soucasné s respirometrickym experimentem, vidime, Ze ampule
pouze s vodou také vykazovaly minimalni aktivitu.
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Obrazek 42: Zavislost normalizovaného tepelného toku na case. Srovnavaci méreni pro
respirometricky experiment. Méreno pri 20 °C.

Dale si miZzeme vSimnout, ze vzorky, které obsahovaly zésobni roztok s gluk6zou a siranem
amonnym, vykazovaly vyrazné vyssi aktivitu nez vzorky s vodou, av§ak mirn¢ niz8i nez vzorky
s lignohumatem, u né&jz aktivita pretrvavala nejdéle a méla o néco pomalejsi nabéh nez
v ptipadé glukdzy a siranu amonného, ktery mél pfesné opacny pribéh, nebot’ ndstup aktivity

vvvvvv
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7 ZAVER
7.1 Charakterizace pidy

Charakterizace ptidnich vzorkd nam dala ptehled o vlastnostech métenych vzorkl ptdy, které
maji ptimy vliv na mikrobidlni aktivitu. Na zdklad¢ termogravimetrické analyzy byla urcena
vlhkost plidnich vzorkli na 27 %, pficemZ obsah organickych latek ¢inil 7,6 % a podil
anorganické slozky byl 69,37 %. Dal§im parametrem, ktery nas zajimal byla vodni zadrzna
kapacita, ktera byla stanovena pomoci laboratorniho postupu, a jeji hodnota vysla na 84,7 %.
Vysoky podil vody v ptidnich vzorcich je velmi ptiznivy pro mikrobialni aktivitu.

Naésledujicim hodnocenym parametrem byl obsah dusiku a mikrobidlniho uhliku, ktery se mezi
jednotlivymi misty odbéru trochu lisil. Nicméné hodnota amoniakalniho dusiku se pohybovala
okolo 1,9 pg/g a hodnota dusi¢nanového dusiku kolem hodnoty 0,6 pg/g. Za to hodnota
mikrobidlniho uhliku byla kolem hodnot 510 pg/g. Niz§i hodnoty obsahu dusiku v ptdé
naznacuji omezenou mineralizaci pidnich vzorkl. Vyuziti dusiku je v téchto vzorcich nizsi,
na rozdil od vysokych hodnot mikrobialniho uhliku, z nichZ lze vyvodit pfitomnost aktivni
mikrobidlni slozky v odebranych vzorcich.

7.2 Mikrokalorimetricka méreni na TAM III

Provedené experimenty méfeni vzorkli plidy na mikrokalorimetru TAM III se ukéazaly jako
vhodné metoda pro detekci mikrobialni aktivity. Namétené enthalpogramy jasné ukazovaly
mikrobidlni aktivitu, kterd se mirn€ lisila na zakladé sledovanych podminek. Typicky prabeh
mikrobidlni aktivity nastal v pozdé€jsi fazi méfeni, kdy se projevila mirnym nértstem tepla
a jeho naslednym pomalym klesanim.

7.2.1 Vliv skladovani na mikrobialni aktivitu

Vzorek pudy byl skladovan po dobu 3 mésicii v lednici pfi teploté 4 °C. Kazdy mésic bylo
provedeno kontrolni méfeni, kdy se sledovaly pfipadné zmény v mikrobidlni aktivité. Ukazalo
se, ze po skladovani ptidniho vzorku po dobu 3 mésicti doslo k oslabeni projevu mikrobidlniho
spoleCenstvi v pude, ale také k jejimu pozdéjsimu projevu.

7.2.2  Vliv teploty na mikrobialni aktivitu

Sledovani vlivu teploty na mikrobidlni aktivitu mélo velmi o¢ekavany vysledek, protoze se
ukdzalo, ze pfi vysSich teplotach doslo k vyrazné rychlej§imu projevu mikrobidlni aktivity,
nez jak tomu bylo v piipadé nizsich teplot. Casové rozdily v maximalni hodnoté projevu byly
1 10 hodin.

7.2.3 Vliv sterilizace ampuli
DalSim sledovanym parametrem bylo, jaky bude mit sterilizace ampuli vliv na méfeni

mikrobidlni aktivity na TAM III. Vysledky ovSem v tomto piipadé¢ byly pomérné Sokujici,
nebot’ kdyz se ampule nechaly sterilizovat 75% ethanolem, tak misto toho aby doslo spis
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k atlumu projevu, tak naopak doslo k jeho zesileni a delSimu trvani. Mohlo nastat hned nékolik
situaci. Nejspi$ pokud ziistalo n¢jaké stopové mnozstvi ethanolu v ampulich, tak to mohlo
zpiisobit, Ze prezivsi mikroorganismy byly vystaveny vys$§imu stresu a doslo tak k podpoie
metabolismu. Dalsi diskutovanou variantou je, zZe doslo k eliminaci nékterych druhti a pro ty
zbylé, tak zlstalo vice Zivin, coz taktéz mohlo umocnit jejich metabolismus.

Na zakladé vysledk jsme se rozhodli, ze ampule sterilizovat nebudeme. Dal§im problémem je
1 fakt, ze sterilizovat by se musely vSechny pouzité pomucky i roztoky. Izotermicka titracni
mikrokalorimetrie (ITC)

7.2.4 lIzotermicka titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC)

Pomoci izotermické mikrokalorimetrie v uzavienych ampulich jsme nebyli schopni zachytit
ihned zacatek experimentu, a proto byla experimentalni ¢ast obohacena o data ziskana metodou
ITC, kdy jsme byli schopni naméfit vyvoj tepla ihned po pfidani zasobniho roztoku ke vzorku

pudy.

Ukazalo se, ze ve chvili, kdy se ptidal zasobni roztok do ampule se vzorkem puady, tak doslo
k velkému naristu tepla, tento jev si vysvétlujeme jako projev hydratace, kdy dojde k reakci
mezi substraitem a vodou. Mikrobidlni metabolismus se projevi az vyrazné pozdé&ji, protoze
mikroby potfebuji ¢as na zpracovani. Nasledny projev, ktery se pii 25 °C projevil nejcastéji
kolem 10. hodiny, byl pozvolny a typicky pro vSechna meéteni. Zjistilo se tedy, Zze pfii
experimentech pomoci izotermické mikrokalorimetrie v uzavienych ampulich pozorované piky
odpovidaji opravdu projevu mikroorganismi, kdy naméfeny signal zacind pii vysokych
hodnotdch a nasledné klesa. Pred touto fazi experimentu jsme pii ITC pozorovali pik
odpovidajici hydrataci vzorku pfi prvnim kontaktu po pfidavku roztoku do ampule. Méfeni
pomoci ITC nam tedy poskytlo dulezity pohled na sledovanou situaci.

7.2.5 Studium mikrobiilni aktivity p¥i vyuZiti riiznych zdroji Zivin

Riizné zdroje zivin (glukoza, fruktoza, trehaléza a lignohumat) mély vyznamny vliv na
mikrobidlni aktivitu, kterd svym zplsobem odrazela slozitost pouzitého substratu, ktery byl
pouzit pro podporu mikrobialni aktivity. U jednoduchych cukri, jako byla glukéza a fruktoza,
doslo k nartstu tepla velmi brzo a prabéh byl velmi kratky pfi srovnani s ostatnimi zivinami.
Tyto jednoduché cukry jsou pro mikroby dobie zpracovatelné¢, mohou byt tedy rychlym
zdrojem energie, naopak trehal6za, coz je disacharid, vykazovala pozd¢jsi narist maximalniho
nez v pfedchozim piipad¢, mikroorganismy musi trehalézu nejprve zpracovat, aby ji mohly
efektivné vyuzit. Nejdelsi, ale zdrovenl nejpomalejsi byl projev u lignohumatu, coz byla také
zpracovani a nasledné vyuziti, ovSem z dlouhodobého hlediska to byl dobry zdroj pro podporu
mikrobidlniho spolecenstva.
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7.4 Respirometrie

Zajimalo nas, jak pfesné¢ méfeni pomoci mikrokalorimetrie odrazi mikrobidlni metabolismus,
proto jsme provedli respirometrické méfeni mikrobialni aktivity, které mefi vyvin COz, coz
presné odrazi projev metabolismu ve vzorcich pidy. V nasem piipad€ jsme tento experiment
obohatili o riizné zdroje Zzivin, které byly pfidany ke vzorkim pidy. Béhem nésledného
srovnani s mikrokalorimetrickymi vystupy se ukazalo, Ze ziskana data spolu dobie koreluji.
Pii pfidavku lignohumdtu mikrobidlni spolecenstvi jak u respirometrie, tak v ptipadé
mikrokalorimetrie, vykazovalo nejvyssi i nejdel$i aktivitu, naopak vzorky s vodou projevily
pouze minimalni praci metabolismu.

7.5 Hodnoceni metod studia mikrobialni aktivity

Ukazalo se, ze izotermickd mikrokalorimetrie je velmi citlivou metodou, ktera je vhodné pro
méteni mikrobidlni aktivity ve vzorcich pidy. Méfeni pomoci izotermické mikrokalorimetrie
v uzavienych ampulich ukazalo, jak vypada typicky projev mikrobidlni aktivity, jak v naSich
métenich, tak v literatufe. Pomoci ITC jsme se vice zamétili na to, co pfesné pozorujeme na
zacatku naSich experimentti. Mezi mikrokalorimetrickymi a respirometrickymi daty byl
pozorovan vyrazny soulad, coz ndm umoznilo nahliZet na problematiku komplexné;ji.
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10 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

10.1 Seznam zKkratek

ZKkratka
CFU
WHC
ITC
TGA
CO2
CeHi206
(NH4)2S04
BOD
TAM III

Vyznam

jednotka tvoftici kolonie

vodni zadrzna kapacita
izotermicka titra¢ni kalorimetrie
termogravimetrie

oxid uhli¢ity

glukoza

siran amonny

biochemicka spotieba kysliku

thermal activity monitor
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10.2 Seznam symboli

Symbol
Pmax

tmax

k

Q

g

g - mol!
mol - dm
°C

nW - g

T opt

Tinf

Néazev veli¢iny

maximalni vykon

¢as (piku)

rychlostni konstanta

teplo

gram

gram na mol

mol na decimetr krychlovy =M
stupeni Celsia

mikrowatt na gram = normalizovany tepelny tok
mikrolitr

teplotni optimum

teplotni inflexni bod
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