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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; R? = 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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Podle definice zahrnuje rozpustna organicka hmota (DOM) organické
slou¢eniny uhliku, dusiku, fosforu a siry, které projdou pres filtry o ve-
likosti 0,4-0,7 um (MiCHALZIK et al. 2001; CHANTIGNY 2003; ZsOL-
NAY 2003). Rozpustnd organicka hmota zastupuje relativné malou
cast celkové organické hmoty (0,04-0,2 %; CHANTIGNY et al. 2008),
nicméné hraje kli¢ovou roli v biologickych, chemickych a fyzikélnich
procesech v ptidnim prostfedi (KALBITZ et al. 2000; ZsoLNAY 2003).
Zejména se jednd o transport zivin (MURPHY et al. 2000; MICHALZIK
et al. 2001), vyzivu mikroorganismti (McDOWELL et al. 2006). DOM
také slouzi jako indikator kvality pidy (ZsoLNAY 2003).

Rozpustény organicky uhlik (DOC) lze jimat z ptidniho prostfedi ly-
simetry (KAISER et al. 2002) nebo centrifugaci odebranych ptadnich
vzorkt (NAMBU et al. 2005). K témto metodam jsou akceptovany jako
srovnatelné i metody extrakéni, které pouzivaji roztoky o nizké ion-
tové sile, napt. deionizovana H,0, 0,5M K,SO,, 2M KCI (CHANTIGNY
et al. 2008; JoNES, WILLETT 2006). Pro tyto formy pudni organické
hmoty ¢i uhliku je ¢asto pouzivan vyraz vodou extrahovatelnd orga-
nickd hmota (WEOM) ¢&i uhlik (WEOC) (CHANTIGNY et al. 2008).

Stanovit DOC v roztoku ¢i vyluhu je mozné pomoci elementarni ana-
lyzy (stanoveni organického uhliku v roztoku) za pouziti spalovani
za vysokych teplot a infracervené detekce ¢i katalytické oxidace (napt.
FROBERG et al. 2003; JoNEs, WILLETT 2006). Dalsi z mozZnosti, jak
stanovit DOC v rliznych typech extraktt (napf. deionizovana voda,
K,SO,), je vyuziti oxidace organické hmoty K, Cr,O, v silné kyselém

dissolved organic carbon, forest soils, Norway spruce, European beech

prostedi. Dochdzi zde k redukci Cr® na Cr**. Nasledné je stanoven
ubytek Cr® fotometricky (YAKOVCHENKO, SIKORA 1998; ZBirRAL
2002). Rychlou metodou pro odhad mnozZstvi DOC se jevi pouziti
specifické absorbance pfi 254 nm (BRANDSTETTER et al. 1996).

Cilem této prace je predstavit pouziti spektrofotometrické metody pro
stanoveni vodou extrahovatelného uhliku v lesnich pidach s vyuzitim
oxidace chromsirové smési (WEOC ) lesnich ptid a porovnat vysledky
WEOC, s metodou stanoveni vodou extrahovatelného uhliku pomoci
elementarni analyzy (WEOC ).

MATERIAL A METODIKA

Odbér puadnich vzorki

Odbér ptdnich vzorki probihal na lokalité Pali¢nik v Jizerskych ho-
rach. Vzorkovany byly pidy pod bukovym a smrkovym porostem.
Zéajmové tzemi se nachdz{ v nadmortské vysce 620-690 m. Geologic-
ké podlozi je tvofeno pouze porfyrickou biotitickou Zulou. Vegetaéni
pokryv odbérovych ploch predstavuje smrk ztepily (Picea abies (L.)
Karsten), v acidofilni bu¢iné buk lesni (Fagus sylvatica L.). V obou sle-
dovanych prostfedich dominovaly v bylinném patfe titina rakosovita
(Calamagrostis arundinacea) a titina chloupkata (Calamagrostis villo-
sa). Bliz$i popis lokality je uveden v pracich TEJNECKY et al. (2010,
2013).

Odebirany byly dostatené mocné horizonty reprezentativnich ptd-
nich typt (kambizem pro bukovy porost a kryptopodzol pro smrkovy
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porost). Popis ptdnich profili pro 7 ptdnich vzorki je uveden v tab. 1.
Na této ¢asti vzorki byly porovnany metody pro stanoveni WEOC.

Nasledné byla testovana metoda pro stanoveni vodou extrahovatelné-
ho uhliku po oxidaci chromsirovou smési WEOC_ aplikovdna na vétsi
soubor vzorki, které byly odebrany na stejné lokalité. Celkem bylo
stanoveno WEOC_ pro 490 vzorkii odebranych v letech 2008-2010.

Vodny extrakt

Extrakce vodou rozpustnych forem organického uhliku probihala z ne-
vysu$enych pudnich vzorki po dobu 24 h deionizovanou vodou (18,2
MQ cm’, Millipore). Metodika byla pfevzata z praci JONES, WILLETT
(2006) a CHANTIGNY et al. (2008), pomér vzorek k roztoku byl 1:10
(w/v) (DRABEK et al. 2005). Extrakt byl centrifugovan a nasledné filtro-
van pres nylonovy membranovy filtr 0,45 um (Cronus Membrane Fil-
ter Nylon 0,45 pum, UK). Extrakce byla provedena ve trojim opakovani.

Stanoveni organického uhliku ve vodnych extraktech

Stanoveni WEOC bylo provedeno spektroskopicky po oxidaci chrom-
sirovou smési (WEOC,) podle upravené metodiky Zpfrar (2002)
a YAKOVCHENKO, SIKORA (1998). Metoda byla nové pouzita na vodné
extrakty a ne jako v pripadé ZBiraL (2002) na ptudni extrakt 0,5M
K,SO,.

Ptipraveny byly standardy bezvodé glukézy (p.a., Lach-Ner, CR), ze
které byly zhotoveny vodné roztoky o koncentracich 0-50mg C.I".
Pipetovany byly 2ml vzorku ¢i standardu do silnosténné zkumavky
uzaviratelné vickem. Nasledné byly pridany 3 ml chromsirové smési,
kterd byla ptipravena z 10 ml roztoku 25 mmol.l" dichromanu drasel-
ného, 25 ml deionizované vody a 73 ml 95% kyseliny sirové (vée p.a.,
Lach-Ner, CR). Poté byly zkumavky uzavieny, intenzivné protfepany
po dobu 5 sekund, zazatkovany a vloZeny do susarny vyhiaté na tep-
lotu 135 °C. Po 45 minutdch mineralizace byly vzorky vyjmuty, po vy-
chladnuti a opétovném intenzivnim protfepani vzorku byla zméfena
absorbance pti 340 nm (UV/VIS spektrofotometr Hewlett Packard
8453, USA). Mnozstvi WEOC_ bylo odecteno z kalibra¢ni kiivky.
Stanovené hodnoty WEOC, byly porovnany s vysledky elementarni
analyzy - vodou extrahovatelny uhlik stanoveny pomoci elementérni
analyzy (WEOC_), provedené v laboratorich Ceské geologické sluzby
za standardnich analytickych podminek (Tekmar-Dohrmann Apollo
9000, USA).

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci programu Statgra-
phics XVI. Centurion (http://www.statgraphics.com).

Tab. 1.

VYSLEDKY A DISKUSE

V 21 vyluzich ze 7 vybranych piidnich vzorka bylo stanoveno mnoz-
stvi WEOC, a tyto vysledky byly porovnany s mnozstvim WEOC,
stanovenym pomoci elementarni analyzy (obr. 1). Tab. 2 udavé za-
kladni statistické parametry pro hodnoty WEOC_a WEOC_ . Vysled-
ky ukazuji tésny vztah hodnot WEOC pii méfeni rozdilnou analytic-
kou metodou (pro WEOC, a WEOC_: F-test = 849,9 pti p < 0,001;
R?=97,8 %). V rovnici (1) je uvedena rovnice regresni pfimky vztahu
mezi WEOC_ a WEOC .

(mgI") 1

Problematické se jevi pouze stanoveni WEOC pii nizkych koncent-
racich, kdy se metoda blizi mezi detekce (0,5 mg.1"). V tomto ptipadé

WEOC,, = 5,74 + 1,66 . WEOC,

Obr. 1.

Vztah mezi WEOC_ a WEOC_ (7 piidnich extraktl ve tfech opako-
vanich; R* = 97,8 % pii p < 0,001); pferusovanou ¢arou jsou uvedeny
95% hranice spolehlivosti

Fig. 1.

Relationship between WEOC_ and WEOC_ (7 soil extracts in 3
replicates; R* = 97.8 % at p < 0.001); dashed lines show 95% probability
WEOC_ - water extractable organic carbon determined by elementary
analysis; WEOC_ - water extractable organic carbon determined by
spectrometry after dichromate oxidation

Popis ptidnich profiléit odebranych ptdnich vzorka k srovnani metod analyzy WEOC
Description of soil profile collected soil samples for comparison water extractable organic carbon (WEOC) analysis methods

Vzorek/Sample Porost/Vegetation cover

Puadni typ/Soil type Horizont/Horizon Mocnost/Depth (cm)

L 2
1 . F 1
2 Buk/Beech Kambizem/ H .
Cambisols
Ah 0‘5
3 Bv doltill 45
L 7
4 - ’
5 ! °
Smrk/Spruce Kryptopodzol/
entic Podzols Ae 1
° Bhs 4
: Bvs doftill 40
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se zda vhodnéjsi pouziti elementdrni analyzy nebo stanoveni WEOC
pomoci absorbance extraktu pfi 254 nm (BRANDSTETTER et al. 1996).
Brandstetterem navrzend metoda vypo¢tu WEOC ze zmétenych hod-
not absorbance pfi 254 nm lze vSak pouzit jen pro vzorky, které jsou
po strance slozeni podobné. Lze ji také pouzit u souboru vzorkd, kde
byla hodnota WEOC néhodné ovéfena na statisticky reprezentativ-
ni ¢asti souboru vzorkid jinou analytickou metodou (PITTER 2009;
UNECE 2006).

Pouziti prezentované oxidimetricko-spektroskopické metody

v praxi

Metoda byla pouzita pro stanoveni WEOC v lesnich ptidach. Namé-
fené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od meze detekce (5mg WEO-
C, kg') do 910mg WEOC_ kg ptdy. Zjistén byl statisticky vyznam-

Tab. 2.

ny rozdil mezi pidami pod sledovanymi porosty, kdy vyssi obsahy
WEOC, byly stanoveny v ptiddch pod smrkovym porostem oproti
pidam pod bukovym porostem (tab. 3). Coz odrazi vyssi zasobu or-
ganického uhliku a DOC udévanou pro pidy pod smrkovymi porosty
(napf. LEsNa, KuLHavY 2003). Celkovou zasobu WEOC, lze pred-
pokladat rovnéz vyssi v ptidé pod smrkovym porostem na sledované
lokalité, a to z diivodu vyznamné vétsich mocnosti vzorkovanych ho-
rizontt v ptiddch pod smrkovym porostem (tab. 1 a nepublikovana
data). Zjistén byl statisticky vyznamny pokles WEOC_ pro obé sle-
dovana stanovisté s hloubkou ptidniho profilu, a to od fermentacni-
ho organického horizontu F po mineralni B horizonty (tab. 3). Toto
zji$téni je v souladu se zavéry praci (FISHER, BINKLEY 2000; JANSEN et
al. 2005 aj.). Stanovené mnozstvi DOC lze uspé$né pouzit pro zhod-
noceni vlivu a speciace Al v lesnich ptudach ¢i odhadu zavislosti specii
Al na DOC (napf. TEJNECKY et al. 2010).

Zkladni statistické hodnoty WEOC_ a WEOC_ pro testovaci soubor vzorkd, rozdéleny na organické F a H horizonty (o) a organo-mineralni

A a mineralni B horizonty (m) (mg.l")

Basic statistical parameters of WEOC_ and WEOC, 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")

WEOC_, WEOC,
(mg.I") (mg.I")
o m o m

Pocet/Count 12 9 12 9
Primér/Average 47,8 9,40 25,0 2,68
Median/Median 53,1 4,62 27,4 n.d.
Smérodatna odchylka/Standard deviation 14,7 8,12 9,69 4,04
Variaéni 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
Rozpéti/Range 42,3 17,6 26,9 8,53

n.d. - pod mezi detekce pouzité metody/under detection limit; o - organické horizonty F a H/organic horizons F
and H; m - organo-mineraln{ A a mineraln{ horizonty B/organo-mineral A and mineral B horizons; WEOC_ -
water extractable organic carbon determined by elementary analysis; WEOC_ - water extractable organic carbon
determined by spectrometry after dichromate oxidation

Tab. 3.

Mnozstvi WEOC, pro piidni vzorky odebrané pod bukovym a smrkovym porostem v letech 2008-2010 a v horizontech E, H, A, B (analyza

rozptylu, 490 vzorkd; mg.kg™?)

Amount of WEOC, 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™); (WEOC_ - water extractable organic carbon determined by spectrometry after dichromate oxidation)

Porost/VVegetation cover Horizont/Horizon
Pocet vzorkd/  +LS prdmér/LS mean LS odchylka/ . Pocet vzorkd/ LS pramér+/LS mean LS odchylka/ "
i : H.S. - ; H.S.
Count of samples mg.kg™ LS sigma Count of samples mg.kg”’ LS sigma
F 66 297 15,3 c
H 66 117 15,3 b
Buk/ 230 119 8,98 a
Beech A 29 56,7 231 a
B 7 31,8 14,7 a
F 64 384 16,1 c
H 66 278 15,8 b
Smrk/ 260 201 8,40 b
Spruce A 49 88,7 18,4 a
B 79 59,5 14,4 a
*homogenni skupina/homogeneous groups; +LS priamér/LS mean - priimér odhadované efektu na zékladé metody nejmensich ¢tvercti LS/the estimated least squares mean
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ZAVER

Oxidimetricko-spektroskopické stanoveni WEOC je pomérné rych-
1é a presné. Metodu lze pouzit pro velké soubory vzorkt bez potieby
velkého mnozZstvi extraktu nebo nakladného pristrojového vybaveni.
Metoda byla Gspésné aplikovana v praxi. Stanoveny byly vy$si obsahy
WEOCo v pidach pod smrkovym porostem oproti ptiddm pod buko-
vym porostem; pro obé prostiedi byl zjistén pokles WEOCo s hloub-
kou ptdniho profilu, coz koresponduje s obsahem organického uhli-
ku v profilu horskych lesnich pud.
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FAST DETERMINATION OF WATER EXTRACTABLE ORGANIC CARBON FROM FOREST SOILS
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 ZBfRAL (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
TEJNECKY et al. (2010, 2013). The extract was filtered (0.45 um) and divided into two parts; the content of WEOC  was determined by means
of elemental analysis. The content of WEOC  was determined in the second part of the previously described extract by means of the simple
spectroscopy method. The comparison of determined amounts of WEOC  and WEOC_ revealed a close and statistically significant relationship
between the results of these independent methods (F-ratio = 849.9 for p < 0.001; R* = 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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