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Největší vliv na růst a obsah sacharosy v rostlinách cukrové 
řepy má zejména dusík (1). Nadměrné užívání dusíkatých hnojiv 
v mnoha zemích ve druhé polovině 20. sto letí mělo nega tivní 
dopady na kvalitu bulev i výtěžnost cukru (2, 3, 4). Dusík nejen 
ovlivňuje výnos a kvalitu řepy (5), vysoká kon centrace nitrátů 
může být nebez pečná i při využití řepy jako krmiva. Nitráty jsou 
přirozenou složkou stravy, ale jejich nadměrný obsah může 
půso bit zdra votní problémy, jako jsou cya nóza či kar cinogeneze, 
nebo být zdrojem kon ta mi nace životního prostředí (6, 7). 

Dnes je obsah α-aminodusíku jedním ze selektivních para-
metrů při šlechtění cukrové řepy (8). Listy s řapíky zdravých 
rostlin cukrové řepy obsahují velké množství dusíku v nitrátové 
formě (9). Kritická kon cen trace kterékoliv živiny se může měnit 
v závislosti na odrůdě, klimatu, půdních pod mín kách, vlhkosti 
a výskytu choro b. Obsah dusičnanů nebo dusitanů se sleduje 
s ohledem na životní prostředí, zemědělství i potra vinářství. Podle 
Park et al. (10) se kon centrace dusičnanů v rost linách obecně 
pohybuje v rozmezí 0,02 – 162 mM. Hills a UrlicH (11) uvádějí, 
že nej mladší listy, které právě dosáhly své maxi mální veli kosti, 
jsou obvykle nejvhodnější pro odebírání vzorků; řapíky jsou 

optimální pro hodnocení obsahu N, P a Cl v rostlinách, zatímco 
listová čepel je vhod nější pro stanovení dalších esen ciálních 
prvků. Rozdílné hno jení dusíkem pak má za následek i jeho 
různý obsah v sušině řapíků (tab. I.).

Hills a UrlicH (11) určili kritické koncentrace dusíku, když 
se růst rostlin zpomalil ve srovnání s rostlinami majícími hodnoty 
mimo tyto koncentrace. Uvedení autoři stanovili rozsah obsahu 
dusičnanového dusíku (N-NO3

–) v řepných řapících, ve vzorcích 
z mladých vyzrálých listů, kde dosa huje 1 000 ppm v sušině těchto 
řa pí ků (100 ppm v čerstvém mate riálu). Stanovili dále, že rostlina 
může projevit symp tomy nedostatku, jsou-li hodnoty N-NO3

– 
v řa pících a bulvě mezi 70 – 500 ppm. Standardní koncentrace 
v řa pících se pohybuje mezi 350 – 35 000 ppm a bulvě od 800 
do 4 000 ppm N-NO3

–.

Laboratorní stanovení dusičnanů

carter a Jansen (12) zkoušeli v polních pod mín kách testovat, 
mají-li rostliny cukrové řepy dostatečnou úroveň hnojení 
dusíkem. Pro určení obsahu N-NO3

– v řapících autoři vybrali 
náhodně čtyři cet řapíků z každé pokusné plochy, přičemž 
vybírali z každé  rostliny pouze mladé, plně vyzrálé listy. Vzorky 
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Tab. I. Obsah celkového N v sušině cukrové řepy při sklizni (2)

Hnojivo
(kg•ha–1 N)

Listy Řapíky Bulva

N v sušině (%)

0 2,15 0,94 0,50

45 2,19 0,96 0,52

80 2,31 1,05 0,58

110 2,43 1,10 0,62

145 2,64 1,20 0,67

Tab. I. Obsah N-NO3
– v sušině řapíků v průběhu vegetace (2)

Měsíc Obsah N-NO3
–1  (mg•kg–1)

Červenec 2,15

Srpen 2,19

Září 2,31

Říjen 2,64
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byly při všech vzor kováních odebírány v pozdních ranních 
hodinách. Řa píky byly předány do laboratoře a rozpůleny. 
Pro rychlý test obsahu N-NO3

– v čerstvé tkáni bylo použito 
dvacek náhodně vybraných polovin řapíků od čepelí a dvacet 
polovin řapíků od bulev. Zbylé poloviny byly rozřezány na 
přibližně 3mm díly a roz mixo vány. Polovina takto získaného 
vzorku byla poté vysušena v peci při 50 oC a druhá polo vina 
byla lyofilizována (vysušena mrazem). Vysu šené vzorky byly 
rozmělněny, přesáty a použity pro stanovení N-NO3

–. Obsah 
N-NO3

– v řapí cích byl určen dvěma různými metodami. Výše 
uvedený rychlý test čerstvé tkáně listů byl proveden společností 
vyrábějící hnojiva běžně používanými komerčními metodami. 
Obsah nitrá tového dusíku ve vzorcích suše ných v peci a mrazem 
byl určen s použitím vodného roztoku feno disul fi dické kyseliny 
z extraktu vzorků. Dnes se v laboratořích např. pro stanovení 
cel ko vého dusíku pou žívá Dumasova metoda. Ta slouží pro 
rychlé sta no vení obsa hu proteinů v potravinách, které se zjišťují 
při úpl ném spá lení vzorku určením celkového N na základě 
tepel ných vodi vostí dusíku a helia (13).

Stanovení N-NO3
– systémem Reflectoquant

V nedávné studii použili Varga et al. (14) pro analýzu 
nit rátů v řapících systém Reflectoquant® jako rychlou tes to vací 
metodu. Obsah dusič nanů byl stanoven v čerstvé tkáni řapíků 
po jejich oddělení od listové čepele. Protože se sys tém Ref-
lecto quant využívá pro sta no vení obsahu dusičnanů v zele nině, 
byla autory pro vzorky řapíků cukrové řepy použita hmot-
nost do po ručená pro stanovení dusičnanů uvedenou metodou 
v koz líčku polním (Vale rianella locusta). Koncentrace v řa píku 
byla určena reflektomet ricky po redukci na dusič nany a reakci 
s Griessovým činidlem. Vzorky čer stvého materiálu řapíků byly 

Tab. III. Obsah N-NO3
– v čerstvé tkáni řapíků v průběhu vegetace (14)

Hnojení N
30. 5. 20. 6. 10. 7. 30. 7. 20. 8. 10. 9. Průměr

Obsah N-NO3
– v řapících řepy  (mg•kg–1)

Kontrola (0) 291,67 1 043,33 265,83 105,83 82,50 51,17 307,72

45 kg•ha–1 N 368,33 1 437,50 286,67 185,83 130,83 67,00 412,69

99 kg•ha–1 N 300,00 1 709,17 408,33 244,17 80,83 71,17 468,94

Průměr 320,00 1 396,67 320,28 178,61 98,05 63,11 396,45

Obr. 1. Příprava vzorků v blokovém digesteru

b c da

homo ge ni zovány v mixéru. Z homo genního vzorku bylo navá-
ženo 5 mg hmoty, která byla vložena do kádinky a doplněna 
deio ni zovanou vodou na 50 ml. Obsah kádinky byl pod hodi-
novým sklíčkem vařen 15 minut. Ochlazené vzorky pak byly 
pře fil tro vány přes filtrační papír do odměrné baňky a doplněny 
na konečný objem (100 ml) deio nizovanou vodou. Z každého 
vzorku bylo 10 ml umístěno na čisté a suché labo ratorní sklo. 
Pro analýzu byly použity testo vací proužky Ref lec to quant firmy 
Merck pro 3 – 90 mg·l–1 N-NO3

–. V případě, že se namě řená 
hodnota pohybovala byla nad 90 mg·l–1 N-NO3

–, byl vzorek 
(10 ml) dále zředěn deionizovanou vodou v poměru 1 : 2 nebo 
1 : 3, což bylo v dalším stanovení zohledněno. 

Po kalib raci byl testovací proužek Reflectoquant ponořen na 
2 sekun dy (stisknutím tlačítka Start na reflek to metru) do vzorku 
o teplotě 15 – 30 oC. Přebytek kapaliny z proužku byl absorbován 
papírovým ručníkem a po 60 sekundách byl proužek vložen do 
reflektometru pro měření hodnoty (mg·l–1). Obsah dusičnanů 
byl vypočítán (mg·kg–1):

Obsah N-NO3
– =

Hills a UrlicH (11) uvádějí, že řapíky zralých listů rostlin infi-
ko va ných virovou žloutenkou mohou mít vyšší obsah N-NO3

– 
než rostliny zdravé, protože nemocné rostliny rostou pomaleji 
a nitráty se tak v jejich řapících akumulují.

Stanovení N-NO3
– kontinuální průtokovou analýzou (CFA) 

Obecně je pro případy složitější manipulace se vzorkem 
a del ší reakční doby podstatně výhodnější anazýza kontinuál ního 
prů toku (CFA) s ohledem na rychlost stanovení, spotřebu činidla 

naměřená hodnota (mg·l ) objem vody (ml)
–1 ×

hmotnost vzorku (g)
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a poža do vanou velikost vzorku (15). CFA lze použít rovněž ke 
sta novení N-NO3

– v řapí cích nebo listech řepy. U této metody 
je třeba suchý rostlinný vzorek štěpit na blokovém digesteru 
(obr. 1.b, KjelDigester Büchi), k tomu se jako činidlo používá 
kyselina sírová a peroxid vodíku (30%). Vysušené řapíky cukrové 
řepy musí být zváženy, aby byl získán 1 g rostlinného materiálu 
(obr. 1.a), který je poté vložen do zkumavky. Do kaž dé zku-
mavky (300 ml) se přidá 5 ml směsi činidel (4% HClO4 v H2SO4) 
a poté 10 ml 30% peroxidu vodíku, vše se ponechá přes noc. 
V blo kovém digesteru se zkumavky zahřívají po dobu 1 hodiny 
na 360 oC (obr. 1.b). Poté se zchlazené, vyčištěné kapalné vzorky 
(obr. 1.c) přefiltrují, přenesou do baňky a doplní se do 100 ml 
destilovanou vodou (obr. 1.d.).

Další postup práce se vzorky (po blokovém digeseru) spo-
čívá v násle du jícím: Je třeba vzorky protřepat po dobu 30 minut 
s destilo va nou vodou a před vložením do vzorkovacích nádobek 
přefiltrovat. Pak je lze použít ke stanovení N-NO3

– metodou 
CFA. Zařízení (obr. 2.) je propojeno s počítačem. Vlastní přístroj 
CFA odebírá chemikálie a dávkuje, kolik je potřeba (přístroj  
auto maticky koriguje nestejný průtok trubičkami). Zásobník 
vzorků má 96 po ložek (obr. 2., vlevo). Na 4. místě je standardní 
vzorek, který zůstává stejný, aby se zařízení samo kalib rovalo. 
Obsah nitrátů je meřen ve spe ciální části, do které jsou přiváděny 
chemi kálie i vzorky a jsou zahřívány na 37 oC. Systém je odebírá 
přes mem bránu, která vzorky čistí. Uvnitř zařízení je malý spek-
tro fo tometr, který měří při vlnové délce 540 nm.

Závěr

V současnosti se obsah N-NO3
– v cukrové řepě většinou 

sta no vuje pomocí přístroje CFA, který se hodí pro větší počet 
vzorků. Rychle však lze obsah nitrátů v listech cukrové řepy 
(řapících, čepe lích i celých listech) určit pomocí systému 
Reflectoquant. To je zvlášť důležité v případě využívání chrástu 
jako krmiva pro zvířata. CFA vyžaduje kvalifikovanou obsluhu 
a podstatnou složkou je pří prava činidel. Na rozdíl od toho 
nevy žaduje systém Reflectoquant žádnou přípravu speciálních 
reagencií, potřeba je pouze rost lin ný mate riál a testovací proužky 
firmy Merck. Obě metody tak jsou pro stanovení N-NO3

– důležité.

Varga a spol.: Stanovení N-NO3
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Obr. 2. Přístroj CFA (Skalar): vlevo – zásobník na vzorky; uprostřed – vlastní přístroj; vpravo – hlavní část pro spektrofotometrické 
stanovení N-NO2

– a  N-NO3
–

Příspěvek je výsledkem výzkumu v rámci projektu K.01.1.1.04.0052 
„Innovative production of organic fertilizers and substrates for grow
ing“ seedlings financovaným Evropskou unií v rámci operačního 
pro gramu Competitiveness and Cohesion 2014 – 2020 z Evropského 
fondu pro regionální rozvoj (ERDF).

Souhrn

Aby dosáhla vysokých výnosů a dobré jakosti bulev, má cukrová 
řepa značné poža davky výživu makro i mikroprvky. Dusíkatá hnojiva 
jsou obvykle aplikována do půdy před setím na jaře. Nitráty jsou 
pří tom né v životním prostředí, vzduchu, potravinách (převážně 
v ovoci a zele nině) i vodě, používají se také jako hnojiva v země-
děl ství. Dusík rovněž ovlivňuje kvalitu řepných bulev. Listy, a to 
če pele i řapíky, cukrové řepy jsou důležité pro určení dynamiky živin 
a výži vového stavu rost lin. Stanovení dusičnanů je zvlášť důležité 
také v pří padě zkr mování chrástu. Článek popisuje metody stanovení 
ob sa hu dusič nanů v listech cukrové řepy (Refletoquant a CFA).

Klíčová slova: N-NO3
–, analýza, cukrová řepa, řapíky.
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Varga I., Kerovec D., Engler M., Popović B., Lončarić Z., 
Iljkić D., Zebec V., Antunović M.: Determination of N-NO3

– 
in Sugar Beet Leaves

To achieve high yields and high-quality roots, sugar beet has high 
requirements for both macro and micronutrients. Nitrogen fertilizers 
are usually applied in the soil before sowing in spring. Nitrates are 
not only present in the environment, i.e. in the air, food (mostly 
in fruits and vegetables) and water but they are also are used as 
fertilizers in agriculture. Nitrogen also affects the quality of beet 
roots, and both the leaves and petioles of sugar beet are important 
in determining the dynamics and nutritional status of the plants. 
Nitrate determination is also important when sugar beet leaves and 
tops are used as fodder. This article describes general determination 
of nitrate in sugar beet leaves (Refletoquant and CFA).
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