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ÚVOD 
Podle definice zahrnuje rozpustná organická hmota (DOM) organické 
sloučeniny uhlíku, dusíku, fosforu a síry, které projdou přes filtry o ve-
likosti 0,4–0,7 μm (Michalzik et al. 2001; Chantigny 2003; Zsol-
nay 2003). Rozpustná organická hmota zastupuje relativně malou 
část celkové organické hmoty (0,04–0,2 %; Chantigny et al. 2008), 
nicméně hraje klíčovou roli v biologických, chemických a fyzikálních 
procesech v půdním prostředí (Kalbitz et al. 2000; Zsolnay 2003). 
Zejména se jedná o transport živin (Murphy et al. 2000; Michalzik 
et al. 2001), výživu mikroorganismů (McDowell et al. 2006). DOM 
také slouží jako indikátor kvality půdy (Zsolnay 2003).
Rozpuštěný organický uhlík (DOC) lze jímat z půdního prostředí ly-
simetry (Kaiser et al. 2002) nebo centrifugací odebraných půdních 
vzorků (Nambu et al. 2005). K těmto metodám jsou akceptovány jako 
srovnatelné i metody extrakční, které používají roztoky o nízké ion-
tové síle, např. deionizovaná H2O, 0,5 M K2SO4, 2 M KCl (Chantigny 
et al. 2008; Jones, Willett 2006). Pro tyto formy půdní organické 
hmoty či uhlíku je často používán výraz vodou extrahovatelná orga-
nická hmota (WEOM) či uhlík (WEOC) (Chantigny et al. 2008).
Stanovit DOC v roztoku či výluhu je možné pomocí elementární ana-
lýzy (stanovení organického uhlíku v  roztoku) za  použití spalování 
za vysokých teplot a infračervené detekce či katalytické oxidace (např. 
Fröberg et al. 2003; Jones, Willett 2006). Další z  možností, jak 
stanovit DOC v  různých typech extraktů (např. deionizovaná voda, 
K2SO4), je využití oxidace organické hmoty K2Cr2O7 v silně kyselém 
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ABSTRACT
The aim of this manuscript is to introduce a modified Spectroscopic method for the determination of water-extractable forms of organic carbon 
(WEOC) from forest soils and to compare this simple spectroscopy method with the most common but economically demanding method of 
elemental analysis. Afterwards, the spectroscopy method was applied to a large series of aqueous extracts from real soil samples. These samples 
originate from two different soil environments – from under beech and under spruce forests. Extraction of WEOC was made by deionised 
water. The extracts were divided into two parts; the contents of WEOC were determined by means of elemental analysis and also by means of 
the modified spectroscopy method. The comparison of determined amounts of WEOC revealed a close and statistically significant relationship 
between the results of these independent methods (F-test = 849.9 for p < 0.001; R2 = 97.8 %). The Spectroscopic method proved to be fast, easy 
and an economical alternative to the commonly used method of elemental analysis. Generally, the amounts of WEOC determined under spruce 
forest were significantly higher than those determined under beach forest. There has been observed decreasing trend of WEOC amounts with 
increasing depth of soil profiles for both studied environments. 
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prostředí. Dochází zde k redukci Cr6+ na Cr3+. Následně je stanoven 
úbytek Cr6+ fotometricky (Yakovchenko, Sikora 1998; Zbíral 
2002). Rychlou metodou pro odhad množství DOC se jeví použití 
specifické absorbance při 254 nm (Brandstetter et al. 1996).
Cílem této práce je představit použití spektrofotometrické metody pro 
stanovení vodou extrahovatelného uhlíku v lesních půdách s využitím 
oxidace chromsírové směsí (WEOCo) lesních půd a porovnat výsledky 
WEOCo s metodou stanovení vodou extrahovatelného uhlíku pomocí 
elementární analýzy (WEOCea).

MATERIÁL A METODIKA
Odběr půdních vzorků
Odběr půdních vzorků probíhal na lokalitě Paličník v Jizerských ho-
rách. Vzorkovány byly půdy pod bukovým a  smrkovým porostem. 
Zájmové území se nachází v nadmořské výšce 620–690 m. Geologic-
ké podloží je tvořeno pouze porfyrickou biotitickou žulou. Vegetační 
pokryv odběrových ploch představuje smrk ztepilý (Picea abies (L.) 
Karsten), v acidofilní bučině buk lesní (Fagus sylvatica L.). V obou sle-
dovaných prostředích dominovaly v bylinném patře třtina rákosovitá 
(Calamagrostis arundinacea) a třtina chloupkatá (Calamagrostis villo-
sa). Bližší popis lokality je uveden v  pracích Tejnecký et al. (2010, 
2013).
Odebírány byly dostatečně mocné horizonty reprezentativních půd-
ních typů (kambizem pro bukový porost a kryptopodzol pro smrkový 
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porost). Popis půdních profilů pro 7 půdních vzorků je uveden v tab. 1. 
Na této části vzorků byly porovnány metody pro stanovení WEOC. 
Následně byla testovaná metoda pro stanovení vodou extrahovatelné-
ho uhlíku po oxidaci chromsírovou směsí WEOCo aplikována na větší 
soubor vzorků, které byly odebrány na  stejné lokalitě. Celkem bylo 
stanoveno WEOCo pro 490 vzorků odebraných v letech 2008–2010.

Vodný extrakt
Extrakce vodou rozpustných forem organického uhlíku probíhala z ne-
vysušených půdních vzorků po dobu 24 h deionizovanou vodou (18,2 
MΩ cm-1, Millipore). Metodika byla převzata z prací Jones, Willett 
(2006) a Chantigny et al. (2008), poměr vzorek k  roztoku byl 1:10 
(w/v) (Drábek et al. 2005). Extrakt byl centrifugován a následně filtro-
ván přes nylonový membránový filtr 0,45 μm (Cronus Membrane Fil-
ter Nylon 0,45 µm, UK). Extrakce byla provedena ve trojím opakování.

Stanovení organického uhlíku ve vodných extraktech
Stanovení WEOC bylo provedeno spektroskopicky po oxidaci chrom-
sírovou směsí (WEOCo) podle upravené metodiky Zbíral (2002) 
a Yakovchenko, Sikora (1998). Metoda byla nově použita na vodné 
extrakty a  ne jako v  případě Zbíral (2002) na  půdní extrakt 0,5 M 
K2SO4.
Připraveny byly standardy bezvodé glukózy (p.a., Lach-Ner, ČR), ze 
které byly zhotoveny vodné roztoky o  koncentracích 0-50 mg C.l-1. 
Pipetovány byly 2 ml vzorku či standardu do  silnostěnné zkumavky 
uzavíratelné víčkem. Následně byly přidány 3 ml chromsírové směsi, 
která byla připravena z 10 ml roztoku 25 mmol.l-1 dichromanu drasel-
ného, 25 ml deionizované vody a 73 ml 95% kyseliny sírové (vše p.a., 
Lach-Ner, ČR). Poté byly zkumavky uzavřeny, intenzivně protřepány 
po dobu 5 sekund, zazátkovány a vloženy do sušárny vyhřáté na tep-
lotu 135 °C. Po 45 minutách mineralizace byly vzorky vyjmuty, po vy-
chladnutí a opětovném intenzivním protřepání vzorku byla změřena 
absorbance při 340 nm (UV/VIS spektrofotometr Hewlett Packard 
8453, USA). Množství WEOCo bylo odečteno z  kalibrační křivky. 
Stanovené hodnoty WEOCo byly porovnány s výsledky elementární 
analýzy – vodou extrahovatelný uhlík stanovený pomocí elementární 
analýzy (WEOCea), provedené v laboratořích České geologické služby 
za standardních analytických podmínek (Tekmar-Dohrmann Apollo 
9000, USA).
Získaná data byla statisticky zpracována pomocí programu Statgra-
phics XVI. Centurion (http://www.statgraphics.com).

VÝSLEDKY A DISKUSE
V 21 výluzích ze 7 vybraných půdních vzorků bylo stanoveno množ-
ství WEOCo a  tyto výsledky byly porovnány s  množstvím WEOCea 
stanoveným pomocí elementární analýzy (obr. 1). Tab. 2 udává zá-
kladní statistické parametry pro hodnoty WEOCo a WEOCea. Výsled-
ky ukazují těsný vztah hodnot WEOC při měření rozdílnou analytic-
kou metodou (pro WEOCo a WEOCea: F-test = 849,9 při p < 0,001; 
R2 = 97,8 %). V rovnici (1) je uvedena rovnice regresní přímky vztahu 
mezi WEOCea a WEOCo. 

 WEOCea = 5,74 + 1,66 . WEOCo (mg.l-1) (1)

Problematické se jeví pouze stanovení WEOC při nízkých koncent-
racích, kdy se metoda blíží mezi detekce (0,5 mg.l-1). V tomto případě 

Vzorek/Sample Porost/Vegetation cover Půdní typ/Soil type Horizont/Horizon Mocnost/Depth (cm)

Buk/Beech Kambizem/
Cambisols

L 2
1 F 1
2 H 4

Ah 0,5
3 Bv do/till 45

Smrk/Spruce Kryptopodzol/
entic Podzols

L 7
4 F 5
5 H 5

Ae 1
6 Bhs 4
7 Bvs do/till 40

Tab. 1.
Popis půdních profilů odebraných půdních vzorků k srovnání metod analýzy WEOC
Description of soil profile collected soil samples for comparison water extractable organic carbon (WEOC) analysis methods

Obr. 1. 
Vztah mezi WEOCo a WEOCea (7 půdních extraktů ve třech opako-
váních; R2 = 97,8 % při p < 0,001); přerušovanou čarou jsou uvedeny 
95% hranice spolehlivosti
Fig. 1.
Relationship between WEOCo and WEOCea (7 soil extracts in 3 
replicates; R2 = 97.8 % at p < 0.001); dashed lines show 95% probability
WEOCea – water extractable organic carbon determined by elementary 
analysis; WEOCo – water extractable organic carbon determined by 
spectrometry after dichromate oxidation
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WEOCea WEOCo

(mg.l-1) (mg.l-1)
o m o m

Počet/Count 12 9 12 9
Průměr/Average 47,8 9,40 25,0 2,68
Medián/Median 53,1 4,62 27,4 n.d.
Směrodatná odchylka/Standard deviation 14,7 8,12 9,69 4,04
Variační koeficient/Coeff. of variation 30,7 % 86,4 % 38,8 % 151 %
Minimum 24,4 2,95 9,55 n.d.
Maximum 66,7 20,5 36,4 8,53
Rozpětí/Range 42,3 17,6 26,9 8,53

Tab. 2.
Základní statistické hodnoty WEOCea a WEOCo pro testovací soubor vzorků, rozdělený na organické F a H horizonty (o) a organo-minerální 
A a minerální B horizonty (m) (mg.l-1)
Basic statistical parameters of WEOCea and WEOCo for the tested set of samples divided to group of organic F and H horizons (o) and orga-
no-mineral A and mineral B horizons (m) (mg.l-1)

n.d. – pod mezí detekce použité metody/under detection limit; o – organické horizonty F a H/organic horizons F 
and H; m – organo-minerální A a minerální horizonty B/organo-mineral A and mineral B horizons; WEOCea – 
water extractable organic carbon determined by elementary analysis; WEOCo – water extractable organic carbon 
determined by spectrometry after dichromate oxidation

Porost/Vegetation cover Horizont/Horizon
Počet vzorků/

Count of samples
+LS průměr/LS mean

mg.kg-1
LS odchylka/

LS sigma H.S.* Počet vzorků/
Count of samples

LS průměr+/LS mean
mg.kg-1

LS odchylka/
LS sigma H.S.*

Buk/
Beech 230 119 8,98 a

F 66 297 15,3 c

H 66 117 15,3 b

A 29 56,7 23,1 a

B 71 31,8 14,7 a

Smrk/
Spruce 260 201 8,40 b

F 64 384 16,1 c

H 66 278 15,8 b

A 49 88,7 18,4 a

B 79 59,5 14,4 a

Tab. 3.
Množství WEOCo pro půdní vzorky odebrané pod bukovým a smrkovým porostem v letech 2008–2010 a v horizontech F, H, A, B (analýza 
rozptylu, 490 vzorků; mg.kg-1)
Amount of WEOCo for soil samples collected under beech and spruce forest between years 2008–2010; F, H, A, B horizons (analysis of variance, 
490 samples; mg.kg-1); (WEOCo – water extractable organic carbon determined by spectrometry after dichromate oxidation)

*homogenní skupina/homogeneous groups; +LS průměr/LS mean – průměr odhadované efektu na základě metody nejmenších čtverců LS/the estimated least squares mean

se zdá vhodnější použití elementární analýzy nebo stanovení WEOC 
pomocí absorbance extraktu při 254 nm (Brandstetter et al. 1996). 
Brandstetterem navržená metoda výpočtu WEOC ze změřených hod-
not absorbance při 254 nm lze však použít jen pro vzorky, které jsou 
po stránce složení podobné. Lze jí také použít u souboru vzorků, kde 
byla hodnota WEOC náhodně ověřena na  statisticky reprezentativ-
ní části souboru vzorků jinou analytickou metodou (Pitter 2009; 
UNECE 2006).

Použití prezentované oxidimetricko-spektroskopické metody 
v praxi
Metoda byla použita pro stanovení WEOC v lesních půdách. Namě-
řené hodnoty se pohybovaly v rozmezí od meze detekce (5 mg WEO-
Co kg-1) do 910 mg WEOCo kg-1 půdy. Zjištěn byl statisticky význam-

ný rozdíl mezi půdami pod sledovanými porosty, kdy vyšší obsahy 
WEOCo byly stanoveny v  půdách pod smrkovým porostem oproti 
půdám pod bukovým porostem (tab. 3). Což odráží vyšší zásobu or-
ganického uhlíku a DOC udávanou pro půdy pod smrkovými porosty 
(např. Lesna, Kulhavý 2003). Celkovou zásobu WEOCo lze před-
pokládat rovněž vyšší v půdě pod smrkovým porostem na sledované 
lokalitě, a to z důvodu významně větších mocností vzorkovaných ho-
rizontů v  půdách pod smrkovým porostem (tab. 1 a  nepublikovaná 
data). Zjištěn byl statisticky významný pokles WEOCo pro obě sle-
dovaná stanoviště s hloubkou půdního profilu, a to od fermentační-
ho organického horizontu F po minerální B horizonty (tab. 3). Toto 
zjištění je v souladu se závěry prací (Fisher, Binkley 2000; Jansen et 
al. 2005 aj.). Stanovené množství DOC lze úspěšně použít pro zhod-
nocení vlivu a speciace Al v lesních půdách či odhadu závislosti specií 
Al na DOC (např. Tejnecký et al. 2010).
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ZÁVĚR
Oxidimetricko-spektroskopické stanovení WEOC je poměrně rych-
lé a přesné. Metodu lze použít pro velké soubory vzorků bez potřeby 
velkého množství extraktu nebo nákladného přístrojového vybavení.
Metoda byla úspěšně aplikována v praxi. Stanoveny byly vyšší obsahy 
WEOCo v půdách pod smrkovým porostem oproti půdám pod buko-
vým porostem; pro obě prostředí byl zjištěn pokles WEOCo s hloub-
kou půdního profilu, což koresponduje s  obsahem organického uhlí-
ku v profilu horských lesních půd.
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SUMMARY

Dissolved organic carbon is a natural part of dissolved organic matter, and it plays an important role in the biogeochemistry of soil processes 
(Kalbitz et al. 2000; Zsolnay 2003). The first aim of this manuscript is to introduce a modified spectroscopic method for the determination 
of water-extractable forms of organic carbon (WEOC) from forest soils. In general, this method is based on oxidation of WEOC by chromium-
sulphuric acid according to Zbíral (2002) and Yakovchenko, Sikora (1998). However, the main aim is to compare this simple spectroscopy 
method with the most common but economically demanding method of elemental analysis. The spectroscopy method was applied to a large 
(490 samples) series of aqueous extracts from real soil samples.

Soil samples for testing this simple spectroscopy method originate from two different soil environments – from under beech and under spruce 
forests. Extraction of WEOC was made by deionised water for 24 hours. Soil sampling area and extraction methods were described in detail in 
Tejnecký et al. (2010, 2013). The extract was filtered (0.45 µm) and divided into two parts; the content of WEOCea was determined by means 
of elemental analysis. The content of WEOCo was determined in the second part of the previously described extract by means of the simple 
spectroscopy method. The comparison of determined amounts of WEOCea and WEOCo revealed a close and statistically significant relationship 
between the results of these independent methods (F-ratio = 849.9 for p < 0.001; R2 = 97.8 %) (Fig. 1). The spectroscopic method for WEOC 
determination proved to be fast, easy and an economical alternative to the commonly used method of elemental analysis.

Generally, the amounts of WEOC determined under spruce forest were significantly higher than those determined under beach forest. There 
has been observed a decreasing trend of WEOC amounts with increasing depth of soil profiles for both studied environments (Tab. 3). This fact 
is in agreement with general distribution of total organic carbon in mountainous forest soil environments. 
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