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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo na zdklad€ provedenych literarnich reSersi navrhnout
metodu optimalni pro studium dekompozice organického materiadlu v padé. K tomuto tcelu
byla zvolena tzv. tea bag metoda. S ohledem na kompletnost prace byla provedena také
fyzikéalné-chemicka charakterizace pidniho prostfedi a HL z ni izolovanych. Degradovany
organicky material byl pak dale charakterizovan, a to za vyuziti termogravimetrické analyzy,
elementarni analyzy, FT-IR spektroskopie a byl rovnéz stanoven celkovy obsah vodou
extrahovatelnych polyfenolickych latek ve vzorcich.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The main aim of this master thesis was to introduce an optimal method which could be used for
study of a decompostion of an organic matter in a soil. For this purpose was chosen based on
a literaly review so-called fea bag method. With regard to the completeness of the work,
a physico-chemical characterization of the soil environment and HS isolated from it was also
performed. The degraded organic material was then further characterized using
thermogravimetric analysis, elemental analysis, FT-IR spectroscopy, and the total content of
water-extractable polyphenolic substances in the samples was also determined.
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UvVOoD

Znalost pribé¢hu a charakteru dekompozi¢nich procesti organické hmoty (OM) probihajicich
vpudé je klicovda v mnoha odvétvich. Doposud bézné pouzivané metody pro studium
dekompozice OM nebyly schopny poskytovat mezi sebou srovnatelné data, nehled¢ na fakt, ze
vysledky byly Casto zavadéjici a sbér dat byl ptili§ zdlouhavy. V hojné mife pouzivana litter
bag metoda toho byla ukazkovym piikladem. Ke studiu dekompozice byl v tomto piipadé
pouzivan rostlinny material bézné€ se vyskytujici v dané oblasti. Vychozi material pro degradaci
byl tim padem vzdy odli$ny, a proto nebylo mozné mezi sebou srovnat ziskana data z riznych
lokalit. Problematickou byla casto i volba ulozeni organického materidlu. Pouzivané pytle ¢i
vaky v mnoha ptipadech mély nevyhovujici velikost ok, takze dochazelo bud’ k propadavani
studovaného materialu, nebo byla oka pfili§ mald a nedochazelo pak k dostatecnym interakcim
mezi studovanym materidlem a pidnim prostfedim. V neposledni fad¢ také bylo mozné
pozorovat vytvoreni vlastniho mikroklimatu uvnitt vaku, coz rovnéz omezovalo a zkreslovalo
interakce se samotnym ptdnim prostfedim.

Pti pouziti fea bag metody slouzi jako material ke studiu dekompozice zeleny ¢aj. Uz tento fakt
s sebou piinasi vyhody v podob¢ univerzality a uniformity studovaného materialu, nehledé na
to, ze vzorky pak maji krom¢ presné definovaného vychoziho sloZeni i jednotnou velikost.
Zeleny c¢aj je tvofen velkym mnozstvim polyfenolickych latek, jedna se predevSim
o epigallokatechin-3-gallat, epigallokatechin, epikatechin-3-galldt a epikatechin. Dle
polyfenolové teorie jsou polyfenolické latky prekurzory vzniku huminovych latek. Pfi zvoleni
spravnych fyzikalné-chemickych metod by tedy bylo mozné mimo jiné charakterizovat casovy
prabéh humifikace i jednotlivé slozky ucastnici se tohoto procesu.



1. TEORETICKE ZAKLADY

1.1 Pida a pidni organicka hmota

Pidu lze chapat jako samostatny ptirodné-historicky utvar, ktery vznikl v dasledku
komplexniho piisobeni vnéjsich Cinitell jako jsou klima, podzemni voda ¢i biologické faktory
na mate¢ni horninu v uréitém Case. Staticky pohled poklada piidu za nezivou smés zvétralych
hornin a odumfelych organickych zbytkli v rizném stupni rozkladu. Rusky geolog V. V.
Dokucajev pak polozil zéklady dynamickému pojeti piidy. Dokucajev na pidu naziral jako na
povrchové vrstvy jakychkoliv hornin, které jsou pfeménény soucasnym pusobenim vody,
vzduchu a rozli¢nych organisma [1].

Oznacenim piidni organicka hmota jsou zahrnovany vSechny organické slozky vyskytujici se
v pudé. Takové oznaceni ovSem piinasi zjevné obtize pfi zvazovani Zivych organismi, zejména
makrofauny nebo kotfent vyssich rostlin. Obtiznost pii vytvareni odpovidajici definice plidni
organické hmoty prameni z heterogenni povahy organick¢ hmoty nalezené v pud¢, jejiho
puvodu a stavu rozkladu. Stevenson definoval ptidni organickou hmotu jako organické slozky
obsazené¢ v pudé bez nerozlozenych rostlinnych a zivociSnych tkani, produkti jejich
,castecného rozkladu® (organickych zbytkl) a pidni biomasy (Zivé mikrobialni tkan¢). Mimo
jiné¢ zavedl Stevenson zaménitelné pouzivani poymQ pudni organicka hmota a humus.
Organicka hmota v pidé je slozena ze tii frakci, a to z nehuminovych latek, z Cerstvych tlomka
a snadno rozlozitelného materidlu (tj. humusotvorné latky) a z huminovych latek (vlastni
humus). Nehumusové latky mizeme chapat v podstaté jako meziprodukty rozkladu a syntézy.
Pidni organickd hmota pfedstavuje vyznamnou cast organického uhliku v biosféfe
a v zavislosti na podminkach prostfedi miize omezovat uvoliovani sklenikovych plynt z pidy.
Jedna se o nejdiilezitejsi cast pudy, protoze urcuje fyzikalni, chemické i biologické vlastnosti
pudy. Pidni organickou hmotu je pak mozné rozdélit na dvé slozky — labilni nebo aktivni
a stabilni. Aktivni ¢ast zahrnuje rostlinné zbytky, biomasu a nehumusové latky, které nejsou
vazéany na mineralni slozky. Aktivni ¢ast zaroven slouzi jako zdroj zivin (pfedevS§im N, P a S)
pro rostliny a v neposledni fadé i mikroorganismy. Stabilni slozka pak slouzi vyhradné pro
zasobovani rostlin zivinami a je dulezita pro dlouhodobou rovnovahu v pideé [1,2].

Primérné slozeni organické hmoty, kterd se dostava do pudy, je zobrazeno na Obrazek 1.
Dominantnimi slozkami jsou bezesporu celul6za a hemiceluldza. Celuléza je navzdory své
vy$si chemické odolnosti mikrobidlni cestou pomérné snadno rozlozitelna za ucasti enzymi
celulaz a beta glukozidazy na vodu a oxid uhli¢ity. Odbouravani hemicelulézy je vzhledem
k jeji niz8i odolnosti jednodussi, pficemz jeji rozklad zacina hydrolyzou na cukry za pfitomnosti
hydrolytickych enzymii ze skupiny hemiceluldz. Nezanedbatelnou ¢ast tvoii lignin, ktery
pfedstavuje jednu z hlavnich soucéasti dfevni hmoty a pokladd se za latku odolnou
mikrobidlnimu rozkladu. V ptirodnim materialu se lignin nevyskytuje volny, ale jako soucast
komplexti zejména s celulézou. Jeho rozklad mize probihat pouze za vhodnych podminek
a podili se na ném hlavné mikromycety a aktinomycety. Produkty rozkladu ligninu dale reaguji
s dusikatymi latkami za vzniku latek humusové povahy. Dusikaté latky jsou do pudy piijimany
az vpolovin¢ piipadi ve formé bilkovin, pficemz pii jejich rozkladu heterotrofnimi
mikroorganismy dochazi k uvoliovani dusiku, ktery se pak pfeménuje na mineralni formu.



Tato forma je pak pfistupna rostlindm. Pryskyfice, tuky, vosky a tfisloviny jsou ve srovnani se
sacharidy a proteiny tézko rozlozitelné chemickou cestou a vice vzdoruji rovnéz mikrobidlnimu
rozkladu, v anaerobnim prostredi tyto latky nepodléhaji prakticky viibec zadné degradaci.

Tuky a vosky Celuléza

Hemiceluldza 2% 45 %

18 %

Polyfenoly Cukry a
2% Lignin Bilkoviny Skroby
20 % 8 % 5%

Obrazek 1 — Prumeérné slozeni organické hmoty vstupujici do piidy

Z vySe uvedeného vyctu je patrna riznd odolnost jednotlivych slouc¢enin vuci rozkladu
v pudnim prostiedi. Rychlost rozkladu klesa v nasledujicim potadi: cukry, jednoduché proteiny
— bilkoviny — hemiceluldza — celuléza — tuky, vosky — lignin.

1.2 SloZeni pidy

Slozeni ptdy je jednim z vyznamnych faktor ovliviiujicich ptdni vlastnosti jako jsou sorpce
zivin v pud¢, pudni reakce, pufracni schopnosti pidy ¢i redukéni a oxidaéni procesy v pide.
U pid mizeme rozliSovat sloZeni fazové (tj. tuhd, kapalna a plynnd faze ptdy), zrnitostni
a chemickeé [2].

Tuha faze pidy zahrnuje soubor vSech pevnych ¢astic piidy rozmanitého slozeni a velikosti.
Celkem 92-95 % z hmotnosti pidy tvofi minerdlni podil, ktery vznikl zvétrdvanim hornin
pevné zemské kliry, zbylou mensi ¢ast (2—5 %) pak predstavuje ptidni organickd hmota. Mezi
nejrozsirenéjsi mineraly tvofici horniny a mineralni slozky pldy patii primarni a sekundéarni
kfemicCitany. Men$i podil je pak tvofen oxidy, uhliitany, fosfore¢nany, sirany, sulfidy
a dusi¢nany. Primarni hlinitokfemicitany tvofi soucast magmatickych hornin. Piedstavuji
zbytky hornin, které jsou zvétravanim ¢aste¢né rozrusené, ale chemicky jen malo pozménéné,
slouzi tedy jako zasobarna minerdlnich zivin v pudé. Do fyzikalné-chemickych procest



probihajicich v pid¢ zasahuji jen nepatrné, protoze jsou tvofeny relativné velkymi zrny
s malym specifickym povrchem. Jedna se pfedevsim o draselné a sodnovéapenaté zivce (napf.
ortoklas KAISi030s, anortit CaAlSi,Og aj.). Mezi sekundarni hlinitokfemicitany jsou fazeny
jilové materidly vzniklé zvétravanim primarnich kiemicitanti. Tyto latky maji velky vyznam pfi
formovani zakladnich vlastnosti pud. Ze skupiny oxidl je v pid¢ zastoupen ve velké miie
kifemen SiO2, ktery je velmi odolny vici chemickému zvétravani. Kromé kiemene se v ptidé
vyskytuji rovnéz oxidy zeleza — magnetit FeO, hematit Fe2Os ¢i limonit Fe2O3-nH20. Jako zdroj
vapniku slouzi kalcit CaCOs;, dolomit CaCO3;-MgCO; je pak typickym zdrojem hotciku.
Fosfore¢nany, ptedevsim apatit Cas(PO4)3, je dulezity jako zdroj biogenniho fosforu.

Pojmem kapalnd fadze pidy rozumime ptidni vodu, kterd podmiiiuje existenci kolob¢hu latek
v pudé, tzv. pudni roztok. Slozeni i koncentrace pidniho roztoku zavisi na plsobeni fady
fyzikalnich, chemickych a biologickych procesi probihajicich v ptudé v uzké souvislosti
s teplotou, vlhkosti, aeraci pudy a slozenim tuhé faze pidy. V zavislosti na téchto podminkach
obsahuje plidni roztok fadu rozpusténych anorganickych i organickych latek v rizném
mnozstvi a poméru. Jednd se mimo jiné o K*, Na*, NH4*, Ca?*, HCOs™ ¢&i SO42. Celkova
koncentrace soli v pidnim roztoku se pohybuje v fadu setin procenta az po jednotky procent.
Za normalni se povazuje hodnota ptiblizné 0,05 %.

Plynnou fazi pady predstavuje pidni vzduch. Vypliuje péry bez vody a ve srovnani
s atmosférickym vzduchem obsahuje vEétsi mnozstvi oxidu uhli¢itého, méné kysliku a zvySené
mnozstvi vodni pary. Vzduch se v ptidé mlize nachéazet ve volné pohyblivé formé, ¢i vazany na
pevnou nebo kapalnou fazi. K tomu dochéazi prostfednictvim fyzikalnich vazeb na povrchu
pevné faze ¢i rozpouSténim jednotlivych plynii ve fazi kapalné. Vzduch muize byt také
mechanicky uzavien v podob¢ uzavienych bublinek v kapilarnich pérech. Prestoze mezi ptidou
a ovzdusim dochdazi neustale k vyméné plynnych slozek, nedochdzi k plynulému vyrovnavani
téchto rozdilt. Oxid uhli¢ity v pidnim vzduchu dosahuje koncentrace v priméru 0,3 %. Pokud
nedochéazi k dostatecné aeraci, mize obsah CO> dosahovat hodnot az 1-5 %. Ke zvySovani
obsahu COzse vpidé dochazi v disledku rozkladu organickych latek ptdnimi
mikroorganismy, dychanim kofeny rostlin nebo nedostate¢nym provzdus$nénim ptdy. Oxid
uhli¢ity s vodou tvofi kyselinu uhli¢itou, kterd je vyznamnym reguldtorem reakce pudy
(rozmezi pH 5,2-6,5) a plisobi pfimo i pii vyzive rostlin v disledku protonace soli HL, pfi¢emz
jsou témito biokoloidnimi slouc¢eninami uvolilovany vyzivové prvky do ptidniho roztoku.
Koncentrace kysliku v pidnim vzduchu se pohybuje vrozmezi 10-20%. Kyslik
v pudé€ zajistuje dychani vSech pldnich organismi aslouzi koxidaci organickych
i mineralnich latek. Nedostatek kysliku vede k redukci zvlasté Zelezitych a manganatych
sloucenin. Redukce je podporovana piitomnosti organickych zbytkii pfi nedostatecném
provzdusnéni a zasahuje i jiné slouceniny (SO4>") [3][4][5].

1.3 Huminové latky

Udava se, ze huminové latky (HL) patii mezi viibec nejrozsitendjsi latky na Zemi. HL tvoii
vyznamnou ¢ast organické hmoty v pudach, raseliné, hnédém uhli a sedimentech, stejné tak
jako v povrchovych a podzemnich vodéch. Jedna se o pfirodni organické slouceniny tmavého
zabarveni, pricemz je dulezit¢ podotknout, Ze tyto slouceniny nejsou jasné definované



konkrétnim chemickym vzorcem, ale ze se pohybujeme v Siroké fad¢ riznorodych molekul
s relativné nizkou molekulovou hmotnosti (typicky v rozmezi 200 az 3000 Da). Diky tomu HL
nevykazuji specifické fyzikalni a chemické vlastnosti (jako je ostry bod tani, presny index lomu,
elementarni slozeni, pfipadné specifické IR spektrum atd.), jak je tomu u jinych, pfesné
definovanych organickych sloucenin. Molekuly HL maji velmi podobnou chemickou
strukturou, spoleénymi znaky jsou piedev§im aromatické jadro s rtiznou mirou substituce
postrannimi alifatickymi fetézci ¢i rozlicnymi funkénimi skupinami. Tyto jednotlivé mensi
slabych vazebnych interakci jako jsou Van der Waalsovy sily, n-r interakce, CH-m interakce
a v neposledni fadé také vodikovymi mustky. Co se tyce prvkového slozeni HL, majoritni prvky
v jejich struktufe jsou jednoznaéné uhlik a kyslik. Méné zastoupen je dusik, nalézt jej mizeme
predevsim v amidovych jednotkdch odvozenych od peptidickych struktur. Zastoupeni
jednotlivych prvki ve struktufe HL se 1isi a kolisa v zavislosti na ptivodu vzorku, zptsobu
extrakce a zvolenych purifikacnich krocich.

HL ptedstavuji diilezitou soucast pudy. Tyto latky maji pozitivni vliv na schopnost zadrzovat
vodu a jiz od velmi nizkych koncentraci HL byl prokazan i jejich pozitivni vliv na trodnost.
Existuji rovnéz opodstatnéné predpoklady, ze HL slouzi jako prekurzory mnoha dilezitych
sloucenin jako je kerogen, bitumen, specifické ¢asti lignitu nebo uhli [5][6].

1.3.1 Rozdéleni huminovych litek

Existuje mnoho moznosti, jak délit HL, ale nejpouzivanéjsim zptisobem déleni HL je bezesporu
déleni podle jejich rozpustnosti ve vodnych roztocich pfi urcitych hodnotach pH. Toto déleni
je pouzivano jiz dlouhou dobu ptfedevsim diky tomu, Ze rozpustnost je dobrym kritériem
vzhledem k jeji zavislosti na dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je obsah kyselych
funk¢nich skupin, molekulovd hmotnost, aromaticita a dalsi. RozliSujeme tyto zékladni frakce
HL:

Huminové kyseliny, které jsou rozpustné v alkalickych roztocich,

Fulvinové kyseliny, které jsou rozpustné v alkalickych i kyselych roztocich,

Huminy, nerozpustné v alkalickém ani kyselém prostredi.

Hymatomelanové kyseliny, frakce huminovych kyselin odd¢litelna alkoholovou extrakei.

Vyse uvedené skupiny se mezi sebou lisi pfedev§im zastoupenim jednotlivych funkénich
skupin, které jsou pak odpovédné za odlisnosti v jejich vlastnostech. Pro HL je také typické, ze
se jejich vlastnosti i sloZzeni mohou lisit v zavislosti na jejich ptivodu a také na zptsobu jejich
extrakce. To je sotva prekvapivé, kdyz si vezme v tivahu slozitost pfirodniho materidlu a mnoho
riznych chemickych a biologickych reakci, které se podileji na jejich genezi [5].

Huminové kyseliny

Huminové kyseliny jsou tmavé hnéd¢, polyfenolické, amorfni latky, které se vétSinou hromadi
na mist¢ vzniku. Za béznych ptidnich podminek jsou pevné vazany na mineralni podil ptdy
ave vodé jsou velmi omezené rozpustné. Charakteristické jsou naopak velmi dobrou
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rozpustnosti v roztocich hydrolyticky zasaditych soli. V kyselém prostfedi pak dochazi ke
vzniku koagulanti HK [6].

Tabulka 1- Elementdrni slozeni HK z riuznych klimatickych oblasti (Schnizter, 1977) [7]

Prvek Mirny pas

Arkticky pas Subtr(?p icky Tropicky pas
(at. %) Kyselé piidy Neutralni pudy pas
C 56,2 53,8-58,7 55,7-56,7 53,6-55,0 54,4-54,9
H 6,2 3,2-5,8 4,4-55 4,4-5,0 4,8-5,6
N 43 0,8-2,4 4,5-5,0 3,3-4,6 4,1-5,5
S 0,5 0,1-0,5 0,6-0,9 0,8-1,5 0,6-0,8
0] 32,8 35,4-38,3 32,7-34,7 34,8-36,3 34,1-35,2

Pomoci elementarni analyzy bylo zjisténo, ze HK jsou tvofeny pfevazné uhlikem a kyslikem,
navic vzdy obsahuji vodik a v minoritnim zastoupeni i dusik. HK ve své struktuie také casto
obsahuji fosfor a siru, obsah téchto prvkl ale z&visi na ptivodu vzorku (viz. Tabulka 1) ¢i
postupu extrakce a mize byt snizen ultracentrifugaci za G¢elem odstranéni jilovych mineralt
anebo pridavkem smési kyselin HCI a HF [5].

Fulvinové kyseliny

Fulvinové kyseliny tvoii frakci HL typickou svou rozpustnosti v celém rozsahu pH. Jedna se
o latky zluté az hnédé barvy, velmi mobilni a lehce se premistujici v padnim profilu. Od
huminovych kyselin se lisi pfedevsim jednodussi stavbou ,,makromolekuly* i celkovym
elementarnim slozenim. Konovova ptedpokladala, ze FK jsou tvofeny stejnymi strukturdlnimi
¢i stavebnimi jednotkami jako HK, ovSem s tim rozdilem, ze podil aromatickych jednotek
tvoticich FK je podstatné mensi nez u HK, zatimco podil alifatickych fetézct je naopak vyssi.
Vysledky provadénych elementarnich analyz vzorkii FK prokazaly, ze FK jsou tvofeny
stejnymi prvky jako HK, ovSem ve zcela jiném poméru. FK obsahuji oproti odpovidajici frakci
HK méné¢ uhliku a pfiblizné dvakrat vice kysliku. Tento fakt je zptisoben pfedevSim vysokym
obsahem karboxylovych —COOH skupin, coz vysvétluje také jejich vyssi celkovou kyselost
oproti HK. FK obsahuji také velky podil —OH fenolickych skupin. Naopak C=0O karbonylové
a C—0 etherové funkéni skupiny jsou oproti —-COOH a —OH zastoupeny v mnohem mensi miie

[6].
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Tabulka 2 - Elementarni slozeni FK z riiznych klimatickych oblasti (Schnizter, 1977) [7]

Prvek Mirny pas

Arkticky pas Subtrgpicky Tropicky pas
(at. %) Kyselé pidy Neutralni pudy pas
C 47,7 47,6499 40,7-42,5 42,2443 42,8-50,6
H 5,4 4,1-4,7 5,9-6,3 5,9-7,0 3,8-5,3
N 1,1 0,9-1,3 2,3-2,8 3,1-3,2 2,0-3,3
S 1,6 0,1-0,5 0,8-1,7 2,5 1,3-3,6
) 442 43,6-47,0 47,1-49,8 43,1-46,2 39,7-47,8
Huminy

Huminy (HU) jsou specifickym typem HL, ¢asto byvaji charakterizovany jako nerozpustné
formy HK. Jedna se pravdépodobné o siln€¢ karbonizovanou organickou hmotu, ktera je pevné
vazana na mineralni podil pidy. Z tohoto diivodu se neda ziskat ani mnohonasobnou extrakci
alkaliemi z dekalcinované pidy. Pravé fakt, ze huminy jsou ve vodé v celém rozsahu pH
nerozpustné, znaéné komplikuje moznost jejich studia. Prilomovou byla v tomto ohledu *C
nukledrni magneticka rezonance. Bylo zjiSténo, Zze huminy jsou velmi podobné HK s tim
rozdilem, ze typicky obsahuji vyssi podil polysacharida a polypeptidi. HU v ptidé maji pak za
ukol zlepSovat schopnost zadrzovat vodu, zlepsuji strukturu pudy, udrzuji jeji stabilitu, zajist'uji
fungovani kationtového vyménného systému a pfispivaji k celkovému zlepseni urodnosti ptidy.
Kviili témto dalezitym funkcim jsou HU klicovou slozkou trodnych ptd [8].

Hymatomelanové kyseliny

Pojmem hymatomelanové kyseliny rozumime frakci HK, kterd je odd¢litelna alkoholovou
extrakci. Tyto latky maji zluté¢ az Zzlutohnédé zbarveni a oproti HK maji niz§i molekulovou
hmotnost. Bylo zjisténo, Ze tyto latky obsahuji vice nez 60 % uhliku a v jejich struktufe jsou
zastoupeny predevsim —OCH3, -COOH a —OH funk¢ni skupiny [7].

1.4 Vznik huminovych latek

Proces, pti kterém dochézi ke vzniku HL, se nazyva humifikace. Jeho podstatou je pfeména
odumfelého rostlinného a zivociSného materidlu. Samotnd humifikace pak zahrnuje velky
soubor na sebe navazujicich biochemickych a enzymatickych reakci. Je doprovazena
mineralizaci vychozich slozek, coz znamend, ze nikdy nedojde k humifikaci veskerého
vychoziho organického materidlu. Dulezitym aspektem je, jaky vychozi material podléha
degradaci. Skroby, bilkoviny & celuldza podléhaji degrada¢énim reakcim snaze nez tuky, vosky,
lignin ¢i dalsi fenolické latky. I pfes snahu Siroké védecké spolec¢nosti objasnit tento proces tak
ovSem neni doposud zndm ptesny mechanismus humifikace. V soucasnosti patii mezi
nejdiskutovanéjsi a nejuznavanéjsi teorie ligninova, polyfenolovd a teorie dle Maillarda.
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Vsechny tyto cesty jsou schématicky zachyceny na Obrazek 2 - Mechanismus vzniku HL dle
Stevensona [9][10][11].

Rostlinné zbytky |
. l : Modifikovany
Pasobeni mikroorganismu tignin
Amino- gl fiukty v.zml‘_;le
) R rozkladem ligninu
Cukry Polyfenoly sloueniny
Chinony l
— Chinony
2 3
! 4

Huminoveé latkv

Obrazek 2 - Mechanismus vzniku HL dle Stevensona
1.4.1 Ligninova teorie

Podle ligninové teorie je hlavnim prekurzorem pro vznik HL tzv. modifikovany lignin. Ten
vznikéd v disledku pfednostniho rozkladu jinych nez ligninovych ¢asti pletiv a teprve takto
vyextrahovany lignin podléha riznym typiim pfemén na huminové latky. Jinymi slovy je lignin
pudnimi mikroorganismy neuplné vyuzit a vznikajici reziduum se stava soucasti pidniho
humusu. Modifikace ligninu spociva v odstépeni methoxylové —OCHs skupiny ligninu za
tvorby o-hydroxyfenoli a oxidaci alifatického fetézce, coz pak vede ke tvorbé karboxylovych
—COOH skupin. Waksman ve sv¢é praci uvedl podlozené argumenty k podpofte ligninové teorie,
a to ze jak lignin, tak HK jsou pro velkou vétSinu hub a bakterii rozlozitelné jen velmi obtizné.
Poukazal také na podobnost v rozpustnosti ligninu a HK — ob¢ tyto latky jsou c¢astecné
rozpustné v alkoholech a pyridinu. Klicova pro ngj byla pfitomnost methoxylové skupiny
v obou téchto latkach a také zjisSténi, ze dojde-li k ohtati ligninu v alkalickém roztoku, dojde
kjejich preméné na HK obsahujici pravé methoxyl. Prestoze je lignin rozkladan
mikroorganismy mén¢ snadno nez jiné rostlinné slozky, v ptirodé existuji mechanismy pro jeho
uplny aerobni rozklad, jinak by dochdzelo k hromadéni nerozlozenych zbytkl na povrchu ptdy
a obsah organické hmoty v piidé€ by se postupné zvysoval, dokud by nedoslo k vy¢erpani CO>
z atmosféry. Je tedy zifejmé, ze schopnost mikroorganismi degradovat lignin byla v mnoha
védeckych kruzich hrubé podhodnocena. V normdlnich aerobnich ptidich mtize byt lignin pred
syntézou HL plné rozloZen na nizkomolekularni produkty. Na druhou stranu mikroorganismy,
a ptredevsim houby, podilejici se na uplné degradaci ligninu se obvykle nevyskytuji v nadmérné
vlhkych oblastech. Lze tedy ptedpokladat, ze modifikovany lignin hraje zdsadni roli predevSim
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pii tvorbé HL v raselinistich, jezernich sedimentech a podmdacenych pidach, zatimco
v klasickych ptidach bude mit pouze minoritni zastoupeni [9][12].

1.4.2 Polyfenolova teorie

Ligninovou teorii nahradila v Sedesatych letech 20. stoleti teorie polyfenolova. Zakladnim
principem je oxidacni polymerizace polyfenoli, kterd miize byt katalyzovdna enzymy stejné
jako pritomnosti uréitych anorganickych sloucenin. Jsou dvé moznosti, jak ziskat polyfenoly.
V prvnim piipadé slouzi jako zdroj polyfenolii lignin. Fenolické aldehydy a kyseliny, které jsou
uvolnény z ligninu pomoci mikrobialniho rozkladu, prochazeji enzymatickou pfeménou na
chinony, které polymeruji za vzniku HL, a to bez ohledu na pfitomnost aminosloucenin. Ve
druhém ptipadé dochéazi k mikrobialni syntéze polyfenol z jinych zdroja uhliku nez z ligninu,
napiiklad z celulozy. Poté dochazi stejné jako v prvnim piipadé k enzymatické oxidaci
vzniklych polyfenolti na chinony a dale na HL. Podle soucasnych konceptli jsou chinony
ligninového ptivodu spolu s chinony vzniklymi syntézou mikroorganismt hlavnimi prekurzory
vzniku HL [10][12].

1.4.3 Teorie podle Maillarda

Teorie dle Maillarda je znama také jako kondenzace sacharidii s aminy. Myslenka, Ze ke tvorbé
humusu muze dochazet rovnéz ze sacharidovych jednotek, saha az do samotnych pocatkt
huminové chemie. Podle tohoto konceptu se na vzniku HL podileji redukujici sacharidy
a aminokyseliny vytvarené jako vedlejsi produkty mikrobidlniho metabolismu. Tyto latky jsou
pak podrobeny neenzymatické polymeraci za vzniku hnédych dusikatych polymert. Poc¢atecni
reakce pii kondenzaci zahrnuje adici aminu na aldehydovou skupinu sacharidu za vzniku N-
substituovaného glykosylaminu. Dale dochazi k pieskupeni takto vzniklych glykosylamind na
N-substituované aminodeoxyketozy, které podléhaji fragmentaci a dochazi ke vzniku zbytki
aldehydu a ketont s tfiuhlikatym fetézcem (napft. glyceraldehyd, acetol, dihydroxyaceton, ...).
Vsechny tyto vzniklé slouceniny jsou velmi reaktivni a za ptitomnosti aminoslouc¢enin snadno
polymeruji.

Samotné kondenzaéni reakce probihaji za normélnich teplot v pidé velmi pomalu, coz je
i hlavni namitka proti této teorii. KdyZ ovSem vezmeme v uvahu cCasté a drastické zmény
v pudnim prostfedi (napf. v zavislosti na pocasi — zmrznuti a opétovné rozmrznuti pudy,
vysus$eni, ...) spolu s pfitomnosti mineralniho materialu, ktery mize mit katalytické vlastnosti,
pak muze kondenzace probihat mnohem snadnéji a rychleji, prestoze se nejspis ani tak nebude
jednat o dominujici proces vzniku HL [13][14].

1.5 Molekularni struktura huminovych latek

Pochopeni struktury HL je klicové pro spravné pochopeni jejich fyzikalné-chemickych
interakci v prostfedi. Rozkli¢ovani skute¢né struktury HL bylo vzhledem k jejich slozité povaze
dlouhou dobu limitovano dostupnymi fyzikalné-chemickymi a analytickymi metodami, a ani
v soucasné dob¢ neni pohled na strukturu HL napfi¢ védeckou spolecnosti zcela jednotny [11].
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1.5.1 Polymerni teorie

Historicky nejstarsi publikovanou teorii je polymerni teorie, podle které jsou HL povazovany
za ohebné linedrni polymerni slouceniny, které jsou schopné zaujimat riizné konformace
makromolekularniho klubka v zavislosti na naboji, hodnoté pH a pfesném chemickém slozeni
polymerniho fetézce. Polymerni pohled na HL zahrnoval obecnou mysSlenku polydisperzity
(Dubach a Metha, 1963), podle které¢ jsou HL slozeny zpolymert o rizné molekulové
hmotnosti, podobné jako jiné biomakromolekuly — napt. bilkoviny, polysacharidy ¢i lignin.
Tato myslenka byla podpofena i obtiznou izolaci chemicky homogennich frakci HL, stejné jako
u biopolymerii syntetizovanych v zivych bunkach. Ni¢im nepodlozena podobnost podpoftila
polymerni chapani HL a odivodnila pozorovani, Zze se jednd o smés sloucenin. Koncept
polydisperznich polymeri o vysoké molekulové hmotnosti se pak stal paradigmatickou soucasti
pozdéji navrhovanych a publikovanych definic HL [12][15].

V souladu s polymerni teorii bylo navrzeno i velké mnozstvi hypotetickych struktur HL.
Nejznadméjsi je pravdépodobné strukturni model navrzeny Stevensonem (1963). Tento model
je typicky vysokym podilem aromatickych struktur, za zminku stoji i fenolické skupiny, a to
jak volné, tak 1 vdzané pomoci vodikovych mustkii. Muzeme si povSimnout rovnéz
karboxylovych funkénich skupin, které jsou ve vétsSing pripadd vdzané piimo na aromatické

struktury. Stevenson do strukturniho vzorce zatadil také zbytky sacharida a bilkovin.

"f(sugar residue)

H (peptide residue)

Obrazek 3 - Strukturni model huminové kyseliny dle Stevensona (1963)

DalSim zndmym modelem je Flaigiv model, ktery vychéazi zligninovych monomernich
jednotek. Opét je na prvni pohled ziejmy vysoky obsah aromatickych struktur predevsim diky
pfitomnosti substituovanym benzenovym kruhlim. Na rozdil od modelu navrzeného
Stevensonem se v tomto modelu nevyskytuji zadné residua bilkovin. Dal§im problémem je
nedostateCny pocet karboxylovych funkénich skupin v poméru k fenolickym a také nizké
zastoupeni alifatickych jednotek.
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Obrazek 4 - Struktura huminové kyseliny dle Flaiga

Za zminku stoji rovnéz Dragunoviv strukturni vzorec. V tomto vzorci jsou pfitomny di-
a trihydroxy- substituovana benzenova jadra, pti¢emz ¢ast z nich je vdzana dvojnou vazbou
s chinonovou skupinou. Aromatické kruhy jsou pak pfemostény pomoci etherovych c¢i
amidovych vazeb. Déle je mozné si povSimnout, Ze atom dusiku je bud’ soucésti aromatickych
struktur, nebo se vyskytuje v postrannich fetézcich jako soucést sacharidovych a proteinovych
zbytku.

HO COH CeH110s

0 CgHyOaN OH

Obrazek 5 - Strukturni vzorec dle Dragunovova

Predpoklad, ze HL jsou polymery bez piesné dané struktury polymerniho fetézce, vedl
k pouzivani jednoduchych fyzikalné-chemickych méfeni pro jejich charakterizaci. Ptikladem
muze byt index E4/E¢, znacici pomér absorbance HL pfti 465 nm k absorbanci HL pti 665 nm.
Tento index byl poprvé piedstaven Weltem (1955) a znovu navrzen Konovovou (1961). Mél
by naznacovat vztah mezi stfedni molekulovou hmotnosti, stupném aromaticity a kondenzaci
aromatického jadra. Navzdory pokracujicimu pouzivani indexu E4/Ee¢ bylo opakované
prokézano, ze predpokladany vztah s molekulovou hmotnosti, tedy ¢im vyssi je hodnota
poméru E4/Eg, tim mensi by méla byt molekulova hmotnost, neni zcela spravny. Hodnota tohoto
indexu je totiz siln¢ zavisla na hodnoté pH. Pomoci gelové permeacni chromatografie bylo

Cvwr
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a spol., 1967). Handerson a Hepburn (1977) opét pomoci gelové permeacni chromatografie
prokézali, ze huminové frakce tvofené vétSimi molekulami a s nizkym pomérem E4/Eg byly
tvoteny prevazné¢ alifatickymi slozkami, zatimco frakce tvorené mensimi molekulami mély
nejvyssi zastoupeni aromatickych latek. S dal§im rozvojem modernich instrumentalnich metod
jako jsou vysokotlakd vyluCovaci chromatografie, hmotnosti spektrometrie ¢i NMR bylo
zjisténo, ze predpoklddana polymerni struktura HL je ke spravnému popisu struktury HL
nedostacujici. To bylo mimo jiné prokdzano i zjisténim, ze HL maji ve vodném roztoku,
obdobné¢ jako povrchové aktivni latky, tendenci vytvaret agregaty podobné micelam. Pomoci
intra- ¢i intermolekuldrnich interakci dochazelo ke vzniku uspofadanych struktur s vnitini
hydrofobni oblasti, oddélenou od vnéjsiho vodného prostfedi hydrofilnimi vrstvami. Jako
piiklad mtze slouzit zvySeni fluorescence pyrenu v roztoku HL po pfidani kationtd Mg?*,
k ¢emuz dochazi v disledku kationtem podpotené tvorby micel s hydrofobnimi doménami,
které pak chrani pyrenovou sondu pfed zhasecimi anionty (napt. Br) [7] [12] [16] [17] [18].

1.5.2 Supramolekularni teorie

K vysvétleni molekularni struktury HL slouzi v soucasnosti nejlépe supramolekularni teorie.
Ta na HL pohlizi jako na relativné malé heterogenni molekuly rizné¢ho pivodu, které tvori
organizované supramolekuldrni konformace. Huminové suprastruktury pak nejsou spojeny
klasickymi kovalentnimi vazbami, ale k jejich stabilizaci slouzi pouze slabé vazebné interakce
— jiz zminované van der Waalsovy sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce ¢i n-nt a n-CH
interakce. Tyto interakce pak urcuji konformacéni strukturu HL, ¢imz fidi 1 jejich reaktivitu
v zivotnim prostiedi. Je dilezité podotknout, ze koncept supramolekularni struktury uvazuje
i zahrnuti fragmentli biomolekul do konformace HL. Biomolekularni komponenty byly
z tradi¢niho strukturniho pojeti HL vyfazovany, piestoze velké mnozstvi téchto fragmenta je
uzce spjato s huminovou strukturou, v nékterych ptipadech dokonce i kovalentnimi vazbami,
a nelze je tedy efektivné oddélit. Piccolo a spol. (2005) pfisli s ndvrhem, Ze relevantni definice
struktury HL by méla zahrnovat vSechny molekuly pevné poutané v huminové frakcei, to
znamena vSechny takové, které nelze odstranit bez vyznamné zmény chemickych vlastnosti
frakce. Mimo to Fischer a spol. (2017) ve své praci potvrdili, Ze jednotlivé supramolekularni
frakce HL jsou in situ prostorove uspotradany do vrstev podle své polarity. Nejpolarngjsi vrstvy
jsou na povrchu v kontaktu s pidnim roztokem, zatimco méné polarni vrstvy jsou uschovany
hloubéji v takto vzniklé struktute [19].
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Obrazek 6 — Srovnani soucasnych predstav o strukture HL

Je tedy zifejmé, ze na HL je nutné pohliZet jako na komplexni a slozité struktury, Cemuz je nutné
pfizptsobit 1 vybér fyzikdlné-chemickych a analytickych metod pro popis téchto
supramolekuldrnich latek. Na tuto skute¢nost upozornili mimo jiné i Baigorri a spol. (2007),
kdyz ve své praci analyzovali molekularni agregaty HL v roztoku. Pro popis distribuce
jednotlivych fragment v zévislosti na hodnoté pH, které tvoii supramolekulu HL, byla
prokézana uc¢innost komplementarniho pouziti analytickych technik, jako je ultrafiltrace,
dynamicky rozptyl svétla (DLS) ¢i vyluCovaci chromatografie, a to i navzdory nemalym
omezenim kazdé z téchto analytickych technik, pokud by byly tyto metody pouzity pouze
samostatné. Tyto metody rovnéz pomohly objasnit chovani supramolekuly HL v zdvislosti na
hodnoté¢ pH pii pouziti metody acidifikace a ndsledné alkalizace roztoku HL hydroxidem
sodnym. Okyseleni vodného roztoku HL (kys. chlorovodikova, kys. octovd) na velmi nizké
hodnoty pH zptsobuje disagregaci v disledku naruseni relativné slabych mezimolekularnich
sil — v tomto ptipadé predevsim elektrostatickych interakci, vodikovych mustki a hydrofobnich
interakci, které jsou jinak za alkalickych podminek stabilni. Pfi acidifikaci roztoku kys. octovou
bylo pti pouziti ultrafiltrace mozné pozorovat nartst v molekularni frakci odpovidajici velikosti
molekul vyssi nez 0,45 um. Tento jasny agregacni ucinek byl s nejvétsi pravdépodobnosti
spojen se zvysenim iontové sily roztoku, ke kterému dochézi ve vzorcich osetfenych kyselinou
octovou. Tyto velké agregaty vzniklé v disledku zvySeni iontové sily roztoku po piidavku
kyseliny octové by mohly byt slozeny bud’ z jednotlivych makromolekul nebo velmi stabilnich
molekularnich agregatl. Roztok HL je tedy za urcitych podminek a za pouZiti urcité analytické
metody schopen vykazovat rovnéz vlastnosti typické pro polymerni slouceniny
[19][20][21][22].
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1.6 Vyuziti huminovych latek

HL maji diky své specifické struktuie vysokou chemickou i biologickou aktivitu, vysoké
vazebné a sorpéni schopnosti a v neposledni fad¢ jsou také schopné ucastnit se rtznych
biochemickych procest. Proto jsou i aplikacni moznosti HL velmi Siroké a riznorodé.

Zemédelstvi

Primérni vyuziti nalézaji HL bezesporu v zeméd¢lstvi. HL maji totiz pozitivni vliv na rast
avyvoj u mnoha zemédé€lskych plodin. Pocinaje tim, ze HL jsou schopny prokazatelné
zvySovat klicivost semen, rovnéz podporuji a zlepsuji tvorbu kotenového systému, zvySuji
nartst biomasy a zlepSuji kvalitu produkce plodin, a to predev§im diky jejich ucasti pfi
chelatizaci prvki biologického vyznamu. HL tvofi chelatové vazby nejcastéji s médi, zelezem
idalsimi kovy a optimalizuji tim podminky vyzivy rostlin stopovymi prvky. Z hlediska
ekologickych vztahi mezi pidou a rostlinou jsou velmi dilezité vapenaté soli HK. Diky
kationtu Ca?* dochazi k pospojovani jednotlivych molekul mezi sebou a vzniku micel. Micely
pak umoziuji vznik organomineralniho sorpéniho komplexu, ktery pozitivné ovliviiuje
strukturni vlastnosti pudy, zaroven s tim vznika také rezervoar mineralnich ionti vdzanych na
povrch tohoto komplexu. Pfitomnost HL v pidé€ rovnéz minimalizuje pfechod toxickych latek
do zeméd¢lskych plodin. Pro HL je typické, Ze se jejich vliv na metabolismus rostlin projevuje
jiz pti jejich velmi nizkych koncentraci v plidnim roztoku.

HL také nalézaji Siroké vyuziti jak v chovech hospodaiskych zvitat, tak v chovech zajmovych.
Maji stimula¢ni U¢inky na traveni a vyuziti zivin, zlepSuji konverzi krmiva a tim piiznivé
ovliviwji rist zvitat. U dojeného skotu doslo pii podavani huminovych latek k mirnému zvySeni
produkce mléka a k vyznamnému zvySeni obsahu mlécného tuku a proteinu. Ptidavek
huminovych kyselin do krmné davky vede k tvorbé zdravého stievniho epitelu, stabilizaci
sttevni mikrofléry a pH v travicim traktu a ke zlepSeni kondice. Pro své antimikrobialni ucinky
se huminové latky vyuzivaji také pro zvySeni ochrany proti infekci, zejména u mladych zvitat

[11].

Prumyslové vyuziti

V papirenském priamyslu nachazi vyuziti sodnd forma HK, humat sodny. Ten je pouzivan jako
barvivo papiru. Jeho pfitomnost zaroven zlepSuje retenci papiroviny a snizuje prunik toxickych
latek do podsitnych vod. Barveni je bezproblémové jak u technologie, kdy je barva ptidavana
pfimo do hmoty rozvlaknéného papiru, tak u technologie, kdy se barva na povrch papiru nanasi
na klizicim lisu.

Ve stavebnictvi se HL uplatiiuji jako uU¢innd slozka plastifikatori betonovych smési.
Plastifikatory s obsahem HK fesi zédkladni problém transportbetonu — zablokovani hydratace
cementu a zachovani konzistence betonové smési béhem jeji dopravy bez negativniho vlivu na
rychlost nartistu pocatenich pevnosti betonu. Plastifikdtory na bazi HK jsou ve své tfid¢
kvalitativné srovnatelné se zahrani¢nimi vyrobky pfi nizsi cen¢ [6].
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Ochrana zivotniho prostredi

Skutecnost, ze jsou HK diky pfitomnosti karboxylovych a fenolickych funkénich skupin ve své
struktui'e schopné na sebe vazat toxické kovy a pro zivotni prostfedi nebezpecné organické latky
jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, je znama jiz dlouhou fadu let a je vyuzivana
predevsim pfi Cisténi a dekontaminaci odpadnich vod. HK jsou na rozdil od primyslové
vyrabénych ionexi mnohem snadnéji dostupné, cenové vyhodnéjsi a Setrnéjsi k zivotnimu
prostfedi. V soucasné dob¢ je zkoumana aplikace jednak neupravenych extrahovanych HK,
podstatn¢ lepsi vysledky ale vykazuji fyzikalné ¢i chemicky modifikované vzorky HK.
Fyzikalni modifikaci rozumime pfedevsim zahtivani extrahované HK, chemicka modifikace
pak zahrnuje zahiivaci proces spolu s ptidavkem CaCl,, v literatufe je pak mozné dohledat
1 modifikace pomoci sulfonace ¢i promyvani mineralnimi kyselinami.

Vyzkum, ktery predlozili T. T. Aye a spol. (2019), se zabyva vyuzitim modifikovanych HK
jako sorbentil pti odstraniovani kyselych a zasaditych barviv. Jako zastupce zasaditych barviv
byla pouzita methylenovda modf, z kyselych barviv bylo pouzito barvivo congo red. Bylo
zjisténo, ze za pouziti chemicky modifikovanych vzorki HK pfi pocate¢ni koncentraci barviva
30 mg-1"! doslo k odstranéni 80-90 % ptivodni koncentrace barviva. Je tedy zfejmé, ze i v této
oblasti se jevi vyuziti HK jako sorbentl velmi slibné [23].

Velky potencial by mohly mit i kombinované sorbenty HK spolu s chitosanem. Bylo
prokéazano, ze pii pokryti uhelné matrice chitosanem doslo ke zvyseni jeji sorpéni G€innosti
a operacniho rozsahu na sorpci tézkych kovi. Tento poznatek je pfiznivy i z ekonomického
hlediska, protoze pii povrchovém pokryti matrice je mnozstvi potiebného chitosanu velmi
nizké [24].

1.7 Zeleny c¢aj

Zeleny Caj se ziskava z rostliny Camellia sinensis, coz je rostlina pivodem z jihovychodni Asie.
V soucasné dobé¢ je tato rostlina péstovana ve vice nez 30 zemich po celém svéte. Pii vyrobé
zeleného caje zlisti Cajovniku nedochazi k oxidaci polyfenoltl, listky zeleného caje se
nechavaji pouze nékolik hodin zavadnout a enzymy obsazené v Cajovych listcich, které
zpusobuyji jejich oxidaci, jsou inaktivovany pisobenim tepla — listky ¢ajovniku jsou bud’ suSeny
na panvich anebo napatovany. Zpracovani ¢ajovych listkl je pak ukonceno jeden az dva dny
od jejich sbéru [25][26].

Slozeni zeleného Caje miize kolisat v zavislosti na klimatickych podminkéach, pouzitych
zemédé€lskych postupech ¢i v neposledni fad¢ staii listu. Listy Cajovniku obsahuji znac¢né
mnozstvi bilkovin, aminokyselin, vldkniny, lipidd, sacharidii, vitamini, minerala
a sekundéarnich metabolitii, jako jsou alkaloidy (napf. kofein), polyfenoli véetné katechint
a saponinu [27].
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Tabulka 3 - Slozeni zeleného caje v hm

. % prepoctené na suSinu [28]

Polyfenoly 36,0 Sacharidy 25,0

Methyl xanthiny 3,5 Bilkoviny 15,0
Aminokyseliny 4,0 Lignin 6,5
Organické kyseliny 1,5 Lipidy 2,0
Karotenoidy 0,1 Chlorofyl 0,5
Tékavé latky 0,1 Popel 5,0

1.7.1 Polyfenolické latky obsaZené v zeleném caji

Mezi nejvice zastoupené polyfenolické latky v zeleném ¢aji patii epikatechin, epigalokatechin,
epikatechin galat a epigalokatechin galat, které¢ fadime do skupiny katechin nebo také 3-

flavanolu [25].
Tabulka 4 — Obsah jednotlivych katechinii v zeleném caji v hm. % prepocteny na suSinu
[28][28]
Katechin 1-2 Gallokatechin 1-3
Epikatechin 1-3 Epigallokatechin 3-6
Epikatechin gallat 3-6 Epigallokatechin gallat 7-13
OH OH
OH OH
HO B HO O -
“OH \QQJ\O—“ OH
OH OH (0]
Siid $ OH
(-)-Epicatechin (-)-Epicatechin gallate
OH OH
OH OH
HO O HO O
: OH ’ on PH
"OH “o—ﬁ OH
OH OH (0]
OH

(-)-Epigallocatechin

(-)-Epigallocatechin gallate

Obrazek 7 — Strukturni vzorce ctyr hlavnich katechinii obsazenych v zelenem caji

Katechiny jsou bezbarvé, ve vod¢ rozpustné organické slouceniny. Jsou snadno oxidovatelné,
1 kdyz se jejich oxida¢ni potencial lisi. Byvaji vyuzivany jako potravinové antioxidanty, jsou
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totiz schopny zpomalovat Zluknuti v tucich a olejich potlacenim aktivity peroxidd volnych
radikali, ktera je zptisobena aerobni oxidaci. Strukturu téchto katechinli je mozné vidét na
Obrazek 7. Katechiny jsou také odpovédné za hoikost a trpkost Caje, a pfedevSim za
antioxidaéni u¢inky zeleného &aje v organismu, které byly podlozeny mnoha vyzkumy. U¢inky
extraktll ze zeleného Caje a frakci polyfenoli ze zeleného Caje jsou prokazatelné lepsi nez
u kyseliny askorbové (vitamin C) a tokoferolu (vitamin E) [26][29].
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vliv pidnich kondicionéri na vlastnosti HL. a iurodnost pudy

Jako ptidni kondicionéry oznacujeme takové latky, které jsou schopné zlepsovat funkce piady
a také jeji tirodnost. Piidni kondicionéry zahrnuji velké mnozstvi organickych materialti (jako
je naptiklad kompost a vermikompost), pfirodnich depozitl, riznych ve vodé rozpustnych
polymert, zivé rostliny, mikroby a dalsi. Pravé vlivem kompostu a vermikompostu na vlastnosti
pudy se zabyva cela fada pltidnich chemiku. Jedné se o dulezité téma, nebot soucasny trend
intenzifikace zemédélstvi miize mit celou fadu negativnich dusledkt, jako je zvySena eroze
pudy, snizena biologick4 rozmanitost a sniZzeni obsahu organickych latek v ptid€, coz mé za
nasledek snizeni kvality a tirodnosti zemédélskych pad. Pouziti kompostu ¢i vermikompostu
jako pudniho kondicionéru muize znaénym zpiisobem pfispét k udrzitelnosti globélniho
zem&delstvi.

Fyzikéaln¢-chemickymi vlastnostmi kompostu a vermikompostu ptipravené¢ho z kuchyniského
odpadu se ve své praci zabyvali N. Tiwari a spol. [30]. Oba zkoumané vzorky byly pfipraveny
z kuchyniského odpadu, kravského hnoje a pidy. Vzorek vermikompostu se skladal z 300 g
odpadu, 150 g hnoje a 50 g pady. Pro vyrobu vermikompostu byly pouzity zizaly hnojni (Eisena
foetida). Vzorek kompostu byl ptipraven ze 3 kg odpadu, 2 kg ptidy a 1 kg kravského hnoje.
Takto ptipravené vzorky byly ponechany 40 dnii, poté byly analyzovany. Byl stanoven obsah
vlhkosti, porozita a schopnost zadrzovat vodu, stejn¢ jako pH a vodivost vzorkl. Déle byl
spektrofotometricky stanoven obsah fosforu, Kjehdalovou metodou obsah dusiku a pomoci
plamenové absorpcni fotometrie byl stanoven také obsah drasliku. V ptipadé vzorku kompostu
dochazelo k pfeméné organického materidlu za pomoci mikroorganismti, zatimco ve vzorku
vermikompostu se tohoto procesu ucastnily jak mikroorganismy, tak i Eisena foetida. Bylo
zjisténo, Ze vermikompost obsahoval oproti kompostu vétsi mnozstvi dusiku, fosforu i drasliku.
Pravé obsah téchto prvka v pudé je kliCovym pro spravny rist rostlin. Zajimavy poznatek
ptineslo také méteni porozity jednotlivych vzorki.

Vliv zemédélského kompostu na kvalitu pidy a trodu plodin zkoumali D’Hose a spol. [31].
Vyzkum probihal na experimentalni farmé Gentské univerzity v Melle od roku 2004 a v roce
2010, kdy byl vydan tento ¢lanek, vyzkum stale bézel. Pro experiment byly pouzity ¢tyfi druhy
zem&délskych plodin, a to krmna fepa (FB), krmnd kukufice (M), rtzi¢kova kapusta (BS)
a brambory (P). Rostliny pak byly rozdéleny na dvé ¢asti podle mnozstvi zemédelského
kompostu, kterym byly pohnojeny, a to bud” 0 m3-ha™! nebo 50 m3ha™! zemédélského
kompostu, podle toho pak byly oznaceny jako FCO nebo FC1. Kazdy rok byl pomoci TOC
urc¢en celkovy obsah uhliku v kazdém odebraném vzorku pidy, dale byla provedena analyza
poctu hlistic a poc¢tu zizal. Vzorky byly déle charakterizovany pomoci objemové hustoty a pH.
Vysledky ukazuji, Ze s pfidavkem zemédé€lského kompostu se snizila (ne signifikantné)
objemova hustota. Pokles objemové hustoty byl ptfipsan smichani ptidy s méné drobtovitym
organickym materidlem. Navic bylo zjiSténo, Ze ptidavkem zemé&délského kompostu doslo ke
zvyseni hodnoty pH vSech zkoumanych vzorkt, coz pravdépodobné zpisobila vysoka hodnota
pH samotného kompostu (primérnd hodnota 8,1). Organicky uhlik v pad¢ je nejcastéji
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udrzitelnosti. Obecné je aplikace organickych materidli s vysokym obsahem stabilniho
organického uhliku na pidu velmi logickym zplsobem, jak zvySit nebo udrzet zasoby
organického uhliku v padé€. Provadény vyzkum prokazal, Zze kontinudlni pouzivani kompostu
jako padniho kondicionéru podstatn¢ zvysila obsah organického uhliku v porovnani se vzorky,
ke kterym kompost nebyl ptfidavan. Déle bylo prokazano, ze aplikace zemé&délského kompostu
vyrazné zvysila vynosy plodin po ¢tvrté aplikaci kompostu (2007), coz potvrzuje schopnost
kompostu podporovat vynosy plodin.

Upravou kvality ptidy pomoci humifikovaného kompostu se zabyvali A. Piccolo a R. Spaccini
[32]. Vyzkum probihal na experimentalnich farmach Turinské (Tetto Frati, TF) a Neapolské
univerzity (Torre Lama, TL). Upravy byly provadény kazdoro&né na jaie, tésné pied orbou, po
dobu tii po sobé jdoucich let na polich pro kukutici. Kompost pouzivany na obou farméch byl
tvoten z 50 % z doméciho organického odpadu, ze 40 % ze zbytkl kukufice a zbylych 10 %
tvotily zbytky z dfevni hmoty. Kompost byl vytvofen procesem anaerobniho kompostovani
béhem 30 dnti mezofilni aktivni faze, po které nasledovalo 120 dntli vytvrzovaci faze. Po sklizni
kukutice byly odebrany reprezentativni vzorky pudy (5 kg) z kazdého pozemku, vysuseny na
vzduchu a ulozeny pro nasledné analyzy. Byl stanoven celkovy obsah organického uhliku, ze
vzorkili odebrané piidy pak byly alkalickym zplsobem extrahovany huminové kyseliny
a podrobeny méfeni *C-CPMAS-NMR spekter, ze kterych byly zjistény dalsi biochemické
charakteristiky huminovych kyselin, jako je hydrofobni index udévajici pomér alkylového
a aromatického uhliku v porovnani s hydrofilnim uhlikem, index aromaticity a pomér ligninu.
Po tfech letech experiment s Gpravami pudy piidavky kompostu na dvou zemédélskych
pudach s riznym slozenim bylo zjisténo, ze ptfidavky kompostu a malé zvyseni celkového
organického uhliku v pid¢ neovlivnilo molekularni charakteristiku huminovych kyselin
extrahovanych z téchto ptid v pribehu experimentalniho obdobi.

2.2 Dekompozice organickych latek v pidé

Dekompozici rozumime rozklad odumielych rostlinnych a zivoc¢iSnych materidld za
pfitomnosti piidnich organismti. Na dekompozici ma vliv celd fada biologickych, fyzikalnich
a fyzikalné-chemickych faktorl, jako je slozeni organické hmoty, vlhkost, teplota ¢i pH.
Dekompozice organického materialu je klicovym procesem pro uvoliiovani CO; z pady.

T. R. Moore a spol. [33] studovali ve své praci rozklad organického materialu ve smrkovych
lesich vychodni Kanady pomoci litter bag metody, coz je bézna a ustdlena metoda pro studium
dekompozice. Jejim principem je nashromézdéni rostlinného materialu typického pro danou
oblast do sitového vaku ¢i pytle a jeho umisténi do ptidniho profilu tam, kde by za normalnich
podminek probihala dekompozice. Tam jsou vaky ponechdny po dobu i nékolika let, ndsledné
se mefi hmotnostni tibytek materialu a souvisejici fyzikalné-chemické zmény jako je obsah
uhliku, dusiku ¢i fosforu. Tato metoda byva ale casto predmétem kritiky, protoze jako
studovany materidl slouzi ve vétsin€ ptipadd pouze jeden druh rostlinného materidlu. Rovnéz
muze dochazet k vylouceni ptidnich mikroorganismii z celého procesu, pokud mé vak pfilis
malou sitku, nebo naopak mize dochéazet k propadnuti ¢astic vzorku, je-li sitka pfili§ velka.
Mimo to se vyskytuji i obavy, Ze ve vacich dochazi ke tvorbé vlastniho prostfedi odlisného od
okolni piidy, pokud jde o teplotu a vlhkost. Byl zkouman prub¢h rozkladu Sesti riiznych vzorki
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(Picea mariana, Cladina stellaris, Betula glandulosa a Ledum groenlandicum) a celulozy.
Mg¢fteni probihalo po dobu 2 let. Hmotnostni ubytky po uplynuti této doby se pohybovaly mezi
10 a 60 %, pticemz k nejveétsim ubytkim doslo u listd B. glandulosa a L. groenlandicum,
k nejmensimu pak u C. stellaris. Bylo zjisténo, ze v rozkladajicich se tkanich dochazi ke
zna¢nému ubytku vapniku, hot¢iku a drasliku, na rozdil od uhliku. VSechny vzorky, s vyjimkou
B. glandulosa, vykazovaly rovnéz akumulaci dusiku spojenou s vysokymi poméry C/N.

J. A. Keuskamp a spol. [34] zavedli unikétni projekt pro globalni mapovani funkci ptidy. Ve
své praci popisuji takzvany tea bag index (TBI), ktery je schopen poskytovat inovativni,
standardizovanou, levnou a dostupnou metodu, jak ziskat data o stupni rozkladu a stabilizaci
organického materidlu v padé€. Jako studovany materiadl byly pouzity ¢aje Lipton, zeleny
aroiboos, v pyramidovych syntetickych saccich, tyto vzorky byly zakopany do pidy do
hloubky cca 10 cm a ponechany 90 dni k inkubaci. Poté byly vykopéany a analyzovany. TBI se
sklada ze dvou parametrti — miry dekompozice k a stabilizace zbytkt S. Tyto parametry pro
popis dekompozice organickych latek se daji univerzaln¢ aplikovat naptic¢ riznymi ekosystémy.
Zeleny caj predstavuje labilngjsi, dekompozici snaze podléhajici materidl, zatimco ¢aj rooibos
slouzi k charakterizaci dekompozice odolné€jsiho organického materialu. Vzorky obou typti caje
byly analyzovany a rozdéleny na jednotlivé frakce postupnou extrakei: nepolarni extrakty,
slozky rozpustné ve vod¢, slozky rozpustné v kyselém prosttedi a slozky nerozpustné
v kyselém prostiedi. Dale byl zjistén celkovy obsah dusiku a uhliku. Vysledky dokazuji, ze
vyse zminované parametry jsou velmi Gzce propojeny s charakterem ekosystému. K uplnému
porozuméni a pochopeni je ovSem potfeba mnohem vétsi datovy soubor z riiznych oblasti.

Pouzitim tea bag indexu (TBI) zavedené¢ho Keuskampem se ve své praci zabyvali S. Duddigan
a spol. [35]. Pro vytvotfeni ¢asové posloupnosti degradace byly v kvétinacich provadény
laboratorni inkubace pfedem zvazenych ¢ajovych sackl ususenych v susarné. Kvétinace byly
naplnény 500 g Cerstvé proseté pudy. Kazdy kvétind¢ obsahoval tii sacky zeleného Caje a tfi
cajové sacky rooibos, kazdy ze tfi riznych vyrobnich Sarzi. Kvétinace byly ponechany ve tmé
pfi teploté 20° C. Vzorky pak byly odebirany vzdy po 7 dnech (celkem bylo odebrano 234
Gajovych pytlikt). Cajové sacky byly usuSeny v susarné, pfilnavé &astice pady byly jemné
odstranény rukou a sacek byl pfed vaZenim roziezan. Pro zajisténi dostatecného mnozstvi
materidlu pro nasledné analyzy byl obsah vzdy tfi odpovidajicich vzorkd zhomogenizovan.
Vzorky pak byly podrobeny '3C PMAS NMR a dale byl zjistén stupefi rozkladu pomoci
zvolenych pomért, a to AC/AOC pomér a CC/MC pomér. Oba tyto poméry srovnavaji obsah
relativné nestalych a snadno degradujicich funkénich skupin (O-alkyl uhliku a uhliku
obsazené¢ho v sacharidech) k obsahu stabilnéjSich a degradaci odolnéjSich komponent
(alkylovy uhlik a methoxylovy uhlik ligninu). Vysledky ziskané touto studii vyzdvihla n¢ktera
klicova hlediska vyzadovanéd pfi interpretaci udaji TBI. Pouziti této metody v systémech
s omezenym obsahem dusiku mlize znaénym zpisobem ovlivnit vysledky, protoze rozklad ¢aje
rooibos vyzaduje vnéjsi pfisun dusiku. Metoda TBI déle piedpoklada, ze hydrolyzovatelna
frakce je labilni, tudiz podléha degradaci, a Ze vSechny chemické slozky, které nejsou
hydrolyzovatelné, jsou vii¢i degradaci odolné. Data ziskana metodou '*C PMAS NMR ukazala,
ze organické slouceniny rozpustné ve vode nebo v kyselém roztoku, jako jsou jednoduché cukry
a celuloza, postupné degraduji v obou typech ¢ajii. Piky spojené s témito slouc¢eninami vSak
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v pribéhu inkubace Gplné nemizi. Cast labilni frakce se v materialu stabilizuje, navic v sadcich
mohou pfetrvavat hydrolyzovatelné nepolarni extrakty, jako jsou tuky a vosky.

Charakterizaci rychlosti rozkladu v obnovenych raselinistich pomoci tea bag indexu se ve své
praci zabyvali E. MacDonald a spol. [36]. Raselinisté jsou charakteristické svou tendenci
akumulovat organickou hmotu kvili inhibici mikrobialni aktivity v disledku podmaceného
podlozi a ztoho vyplivajici nizké rychlosti rozkladu organického materidlu. Pti naruseni
raSelini$t€¢ ovSem dochazi ke zméné mistnich fyzikélné-chemickych podminek, coz ma za
nasledek ubytek pidni organické hmoty a uvoliiovani CO; z piidy. Obnova raSelini§té¢ muize
snizit oxidaci raSeliny, problém ovSem ptedstavuji tradicni méfeni miry dekompozice, ktera
jsou ¢asove velmi naro¢na. Z tohoto diivodu zvolili autofi ¢lanku jako hlavni metodu TBI. Pro
srovnani a zjisténi korelace mezi daty ziskanymi pomoci TBI metody bylo méfeni provadéno
soucasné i klasickou /itter bag metodou. Rychlost dekompozice byla stanovovana na ¢tyfech
obnovenych raselinistich na izemi Kanady, dvé v provincii Alberta, dalsi v provincii Manitoba
a posledni v provincii Quebec. Vybrana raselinist¢ byla bud’ pouzita pro tézbu samotné
raSeliny, nebo doslo k jejich naruseni v disledku tézby ropy. S ohledem na kompletnost prace
bylo méfeni provedeno i na nenarusenych mistech. Soucasné byla zaznamenévana teplota a pH
pudy véetné hladiny podzemni vody, nebot’ tyto faktory hraji pii dekompozici zasadni roli. Po
vyhodnoceni ziskanych dat bylo zjiSténo, ze vySe zminované faktory nijak vyznamné
nesouvisely s rychlosti dekompozice k, ale korelovaly se stabilizaénim faktorem S. Pomoci
metody TBI nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v rychlosti rozkladu mezi neobnovenymi
a obnovenymi raSelinisti. Ve vSech studovanych lokalitach byly zjistény vyznamné rozdily ve
velikosti stabilizacniho faktoru S. Rychlostni konstanty ziskané metodou TBI a metodou /itter
bag se lisily, ale konzistentné se ménily napfi¢ oblastmi s riznou vyskou hladiny podzemni
vody. Tyto vysledky naznacuji, ze vysledky ziskané pomoci TBI metody nejsou snadno
srovnatelné s tradi¢ni /itter bag metodou a nemusi byt dostacujici jako individualni metoda
k identifikaci GispéSnosti obnovy raseliniSt. Piestoze pouziti metody TBI vyznamné Setii Cas
a naklady spojené s métenim, pro tuto aplikaci je nutné pouzit ji ve spojeni s dalSimi méfenimi,
nez bude mozné vyvozovat pevné zavery.

Vliv interakci mezi trimethoprimem (Sirokospektralni antibiotikum) a 17a-estradiolem
(ednokrinni disruptor) na vodni mikrobidlni aktivitu pomoci tea bag indexu studovali ve své
praci W. R. Hunter a spol. [37]. Uvoliiovani komplexni smési 1é¢iv, véetné antimikrobidlnich
latek a endokrinnich disruptorti, do vodniho prostfedi ptedstavuje velky problém, nebot’ tyto
latky maji potencidl vyrazné¢ ovlivnit vodni mikrobidlni metabolismus a zménit
biogeochemicky cyklus uhliku a zivin. Pro samotny experiment bylo pfipraveno 40 lahvi¢ek
obsahujicich vzdy 100 ml 2% agarového gelu. Do 10 lahvicek byla piidana davka obsahujici
jen 688 pumol-I"! trimethoprimu, do dalsich 10 lahvic¢ek bylo pfidano pouze 688 umol-1"! 170-
estradiolu, a dalSich 10 lahvicek bylo obohaceno o davku jak 688 pmol-1"! trimethoprimu, tak
i 688 pumol-1"! 17a-estradiolu. Poslednich 10 lahviek neobsahovalo zadna 1é¢iva, pouze Cisty
agarovy gel. Do lahvicek byl poté umistén vzdy jeden pfedem zvéazeny a vysuSeny ¢ajovy sacek
zeleného ¢aje a jeden sacek Caje Lipton rooibos. Vzorky byly umistény do piidy a inkubovany
po dobu 83 dni. Po uplynuti této doby byly cajové sacky vycistény, vysuseny a byl zjistén jejich
hmotnostni ubytek. Na zdklad¢ téchto dat byly vypocitany stabilizacni faktor S a rychlost
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rozkladu labilniho organického materidlu £ dle Keuskampa. Bylo zjisténo, ze expozice
trimethoprimem a 17a-estradiolem méla vyznamné negativni dopady na rozklad labilniho
organického materidlu (vzorky zeleného ¢aje), coz naznacuje aditivni u¢inky na mikrobidlni
aktivitu. Pridavky téchto latek zplsobily stabilizaci labilniho organického materidlu proti
mikrobialni degradaci a snizily tak i samotnou rychlost degradace. Expozice vzorkli samotnym
vzorky Caje roiboos. Na zaklad¢ ziskanych vysledkii byla metoda TBI doporucena pro testovani
dopadii znecistujicich latek na mikrobidlni aktivitu.

Posouzeni vlivu klimatu a intenzity vyuziti pady za vyuziti tea bag indexu studovali J. N.
Becker a Y. Kuzyakov [38]. Pro experiment bylo zvoleno zastoupeni deseti ekosystému
typickych pro oblast vychodni Afriky podél unikatniho 3 km dlouhého vySkového gradientu na
jihozapadnim tpati hory Kilimandzaro v rozmezi 951 az 4190 m n. m. Pro celkové srovnani
ziskanych dat je nejpiinosnéjsi fakt, Ze pidni typy na hote KilimandZzéaro jsou podobné staré
a vytvofené z podobného matecného materidlu. Na kazdé z 10 zvolenych lokalit bylo do
hloubky pfiblizné¢ 8 cm zakopano devét para ¢ajovych sacki, vzdy sacek zeleného Caje spolu
s Gajem roiboos. Cajové satky byly v pidé inkubovany po dobu 90 dni, poté byly sadky
vykopany, ocistény a dikladné vysuSeny v susarné. Tento postup byl opakovan celkem 4x
béhem raznych klimatickych obdobi. Na zdklad¢ ziskanych dat byly stanoveny rychlost
dekompozice a stabilizacni faktor dle Keuskampa. Vysledky koreluji s jiz ziskanymi daty
rychlost dekompozice k vykazovaly alpinské ekosystémy v nejvyssi nadmotské vySce, coz
podporuje jeden ze zékladnich ptedpokladt TBI, a to ze S siln¢ zavisi na environmentalnich
a klimatickych faktorech.

Metodu tea bag index aplikovali ve svém vyzkumu také T. Elumeeva a spol. [39], a to pfi studiu
dekompozice a stabilizace organického materidlu ve vysokohorskych ekosystémech. Vzhledem
k tomu, Ze horské oblasti vykazuji velmi proménlivé rychlosti rozkladu v dasledku silnych
rozdill v podnebi a vegetaci, bylo pro inkubaci vzorki zvoleno celkem 12 rostlinnych
spolecenstev charakteristickych pro oblast ruského Kavkazu. Experiment byl proveden
se vzorky zeleného Caje a Caje roiboos a za ucelem pfizpisobeni experimentu nizkym
rychlostem rozkladu v horskych oblastech byly vzorky inkubovany po dobu jednoho roku
namisto tfech mésici. Aby mohlo dojit k relevantnimu vyhodnoceni vysledki, byl u vSech
studovanych pud zjistén obsah vody a ur¢ena hodnota pH. Po uplynuti jednoho roku byly
zjistény hmotnostni ubytky jednotlivych vzorki, ze kterych byly nasledn€ urceny stabiliza¢ni
faktor S arychlost rozkladu labilniho organického materidlu k dle Keuskampa. Jednalo se
oprvni praci, ve které byla zkoumana korelace mezi rychlosti rozkladu a stabilizaci
organického materidlu ve vysokohorskych ekosystémech. Hlavnimi faktory pro stanoveni
Sbyly v této studii nadmotskd vyska, pH pidy a vlhkost. Bylo zjisténo, ze na rozdil od
stabiliza¢niho faktoru nebyla rychlost dekompozice nijak vyznamné spojena s pozorovanymi
vlastnostmi pidy. Celkove byl pak stabilizaéni faktor v subalpinském pasu nizsi nez v alpském
pasu, pficemz hodnota S se sniZzovala se zaroven se zvySujicim se pH a vlhkosti pady. Tato
prace dale zdaraziiuje vyznam vyslovného zvazeni stabilizacniho faktoru pfi studii
dekompozici organického materialu, aby nedochéazelo k nespravné interpretaci dat. V alpském
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pasu ukazuje pomérné vysoka mira stabilizace materidlu vyznam stabilizace pro sekvestraci
uhliku v alpskych ptadach.

Kinetiku rozkladu organické hmoty piidnimi enzymy studovali ve své praci B. Wang a S. D.
Allison [40]. Vliv pidnich enzymt na rozklad organické hmoty je pomérné nové téma, které
zacalo byt rozebirdno az od 90. let 20. stol. Na popis kinetiky degradace organické hmoty
v pudé enzymy byl prvotné aplikovan vztah Michaelies-Mentenové, ovsem brzy vysly najevo
nedostatky této teorie. Autofi ¢lanku proto pouzili prostorové explicitni rdimec mikrobidlniho
modelovani. Jako substrat pro degradaci byla pouzita celuldza, pficemz ve vybranych dnech
byly v prostorové miizce analyzovany koncentrace enzymu a substratu. Vysledky téchto
modelovych analyz objasnily nejistoty obklopujici kinetiku enzymatické degradace
organickych latek v piidé€, ovSem je dilezité si uvédomit, ze tyto formulace nedokdzou zachytit
cely rozsah zavislosti rychlosti rozkladu na koncentraci substratu a enzymu. Tato nekonzistence
vyplyva z heterogenity ptidniho systému v prostoru a Case, kterou nelze zachytit a zapsat
pomoci jediné piimé ¢i zpétné rovnice.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

3.2 Pouzité pristroje

rotacni odparka;

pH a konduktometr Mettler Toledo;
lyofilizator Vir-Tis;
termogravimetricky analyzator TG Q5000, TA Instruments;
elementarni analyza — Euro Vector EA3000;
Hitachi U3900H — UV/Vis spektrometr;
e Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc — FTIR spektrometr

3.3 Priprava vzorkii ¢aje Lipton

Bylo pfipraveno celkem 36 pytlikl se zelenym ¢ajem Lipton. Pytliky byly dikladné oznaceny
a ponechany po dobu 8 hodin v susarn¢. Po vychladnuti byly zvdzeny na analytickych vahach
a jejich hmotnosti byly zaznamenany. Takto pfipravené vzorky byly poté v fijnu 2019 zakopany
cca 15 cm pod tiroven povrchu. Casové intervaly odbérii vzorkd véetné jejich hmotnosti po

vysuseni zobrazuje Tabulka 5.

Tabulka 5 - Hmotnosti vysusenych cajovych pytlikii Lipton a jejich rozdéleni do skupin dle

Casovych intervalii odbéru

sklenéna kolona malé pro XAD-8 (I ~ 250 mm, d ~ 40 mm);

sklenéna kolona velka pro Amberlite IR 120 (1 ~ 600 mm, d ~ 50 mm);
membranovy filtr MCE 0,45 pm, vyrobce ChemLand;

sklenénd aparatura na ultrafiltraci;

katex pryskyfice Amberlite 120 IR H" form, vyrobce Sigma Aldrich;
hydrofobni pryskyfice DAX-8, vyrobce Sigma Aldrich;
ultra-Cista voda PURELAB Flex, vyrobce Purelab®;
chlorid draselny p.a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice;
dihydrogenfosforecnan sodny p.a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice;
hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice;
Folin-Ciocaulteovo ¢inidlo;

0,1M HCI, 0,1M NaOH — Normanal Lach-Ner s.r.o., Neratovice;
methanol p.a., vyrobce Sigmal Aldrich

1 tyden m (g) 2 tydny m (g) 3 tydny m (g) 4 tydny m (g)
1 1,961 5 2,027 9 2,092 13 2,061
2 2,097 6 1,975 10 1,959 14 1,947
3 1,904 7 2,068 11 1,897 15 1,975
4 2,009 8 2,057 12 2,051 16 2,063
2mésice m(g) 3mésice m(g) O6Gmésick m(g) 1 rok m (g)
17 2,062 21 2,091 25 1,977 29 2,023
18 2,146 22 2,014 26 2,013 30 2,076
19 2,024 23 2,025 27 2,069 31 2,058
20 2,068 24 1,931 28 2,015 32 2,048
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Po uplynuti ptislusné doby inkubace a vykopani vzorki byly ¢ajové pytliky dikladné ocistény
od zbytki pidy a kofinkt rostlin a byly ponechany v susarné po dobu 8 hodin. Po vychladnuti
byly vzorky opét zvazeny a jejich hmotnosti zaznamenany. Obsah ¢ajovych pytlickt byl poté
uschovan pro pozdéjsi fyzikalné-chemickou charakterizaci.

Je dulezité zminit, ze doslo ke ztrat¢ vzorkd s dobou odbéru po tiech mésicich a po jednom
roce. Experiment se vzorky inkubovanymi po dobu tfech mésicti byl zopakovan, ovSem
probihal za jinych klimatickych podminek nez zbylé vzorky.

3.4 Fyzikalné-chemicka charakterizace organického materialu caje

Pro ziskdni zékladnich informaci o slozeni inkubovanych vzorki, a pfedev§sim o zménach
v kompozici organického materidlu caje byly zvoleny metody elementarni analyza (EA),
termogravimetrie (TG) a infraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). Dale
byl spektrofotometricky stanovovan i celkovy obsah vodou extrahovatelnych polyfenolt, a to
pomoci kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové za pouziti Folin-Ciocalteuova €inidla.

3.4.1 Elementarni analyza

Elementarni slozeni organického materidlu caje bylo stanoveno pomoci elementarniho
analyzatoru EA3000. Ke kalibraci pfistroje byla pouzita standardni latka 4-
aminobenzensulfonamid. Navazené vzorky byly spaleny v kyslikové atmosféte pii pracovni
teploté reaktoru 980° C. Pomoci vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1 bylo zjisténo
celkové elementéarni slozeni vzorku, které bylo poté prepocitano na atomova procenta.

3.4.2 Termogravimetricka analyza

Byly navazeny vzorky o hmotnosti ~ 7-20 mg, které byly spéaleny z pocatecni laboratorni
teploty na kone¢nou teplotu 700° C v atmosféfe vzduchu s pritokem 50 ml-min~! a s rychlosti
ohfevu pece 10° C-min!. Pomoci ziskanych dat byl stanoven nespalitelny podil viech vzorkl
(obsah popela) a byla zjisténa celkova vlhkost vzorkli. Pro méfeni v inertni atmosféie byly
navazeny vzorky o hmotnosti ~ 7-20 mg, kter¢ byly spéleny z pocatecni laboratorni teploty na
kone¢nou teplotu 700° C v atmosféfe dusiku s pratokem 50 ml'-min! a s rychlosti ohfevu pece
10° C'min!.

3.4.3 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Infracervend spektrometrie byla v této praci zvolena za ucelem sledovani obsahu jednotlivych
funk¢nich skupin a za i¢elem charakterizace zmén v zastoupeni jednotlivych funkénich skupin
po inkubaci vzorkll v pidé. VSechna infracervena spektra byla zméfena v rozmezi vinocta
4000-400 cm™! s rozliSenim 4 ¢cm™! a s celkovym poétem akumulovanych skeni 128 na
infracerveném spektrometru Nicolet iS50.

3.4.4 Stanoveni celkového mnozZstvi polyfenolii pomoci Foulin-Ciocaulteova ¢inidla

Celkové mnozstvi polyfenolickych latek bylo stanoveno za pouziti molekulové absorpéni
spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti zateni (UV/Vis). Nejprve byla pfipravena
kalibrac¢ni kiivka kyseliny gallové. Z pfipraveného zasobniho roztoku kys. gallové bylo
odpipetovano pozadované mnozstvi viz. Tabulka 6, poté byl zbytek odmérné baniky doplnén po
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rysku deionizovanou vodou. Do vialky bylo odpipetovano v néasledujicim pofadi 1 cm? Folin-
Ciocalteuova ¢inidla, 1 c¢cm?® de-onizované vody, 50 ul standardu kys. gallové a1l cm?
nasyceného roztoku Na,COs. Pozadované mnozstvi bylo ptfevedeno do kiemenné kyvety a na
spektrometru bylo po uplynuti 2 hodin zméfeno UV/Vis spektrum vzorku v rozsahu vlnovych
délek 600-900 nm.

Na analytickych vahéach bylo s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista navazeno 100 mg vzorku.
Navazka byla poté zalita 10 cm?® vrouci deionizované vody a vzorky pak byly ponechany po
dobu 24 hodin na tfepacce. Po uplynuti této doby byly vzorky ptefiltrovany pfes filtr o velikosti
port 45 um. Nasledné bylo do vialky odpipetovano 1 ¢cm? Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1 cm?
deionizované vody, 50 pl prefiltrovaného vzorku a na zavér 1 cm? nasyceného roztoku Na>COs.
Takto ptipraveny vzorek byl pteveden do kiemenné kyvety a po uplynuti 2 hodin bylo opét
zméteno UV/Vis spektrum vzorku v rozsahu 600-900 nm.

Tabulka 6 — Kalibracni rada kyseliny gallové

C (mgdm%) kas. gallové (Cm3)
50 1,25
100 2,50
200 5,00
250 6,25
300 7,50
400 10,00
500 12,50

3.5 Izolace huminovych latek z ptidniho vzorku

S ohledem na kompletnost prace a moznost posouzeni zvolené metody byl studovan rovnéz
vzorek pudy, ve které probihala inkubace ¢ajovych sackil. Na zékladé provedenych literarnich
reSerSi bylo totiz zjiSténo, Ze zasadnim faktorem pfi studiu dekompozice je obsah dusiku
v prostiedi, kde dochazi k dekompozici. Mimo to bylo cilem zohlednit také charakter
a vlastnosti HL vyskytujicich se v inkubacnim prostiedi vzorkd. Z pevného vzorku pidy bylo
nejprve nutné piipravit pomoci alkalické extrakce vyluh HL, ve kterém jsou obsazeny smés
HK, FK a snadno hydrolyzujicich organickych kyselin. Do PE nadoby bylo navazeno 150,48 g
vzorku piidy. K navazce pudy bylo poté ptidano 1000 ml extrakéniho ¢inidla (0,1 M roztok
NaOH). Takto ptipravend suspenze byla ponechana na rotacni ttepacce pies noc pii rychlosti
10 ot.-min"!. Pevny podil byl od supernatantu odstran&n odsttedénim pti 2700 x g po dobu 20
minut. Aby doslo k odstranéni pfipadného zbytku pidy z roztoku HL, byl supernatant filtrovan
ptes papirovy filtr za snizeného tlaku.

3.5.1 Separace HK

Alkalicky roztok HL byl okyselen piidavkem koncentrované kyseliny chlorovodikové
o koncentraci ~ 35 % obj. Celkovy ptidavek kyseliny chlorovodikové byl zvolen na zakladé
hodnoty pH roztoku, kdy vysledna hodnota pH byla < 2. Ke koagulaci HK dochézelo pfes noc,
tedy pfiblizn¢ po dobu 18 hod. Po uplynuti této doby byly HK z roztoku odstranény centrifugaci
pti 2700 x g po dobu 30 minut. Roztok nad vysrazenymi HK byl uchovén pro naslednou izolaci
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FK (1). Vysrazené¢ HK byly znovu rozpustény piidavkem 100 ml 0,1 M roztoku hydroxidu
draselného. Poté bylo k roztoku pfidano 2,2 g chloridu draselného. Takto vznikly roztok HK
byl odstiedén pii 2700 x g po dobu 30 minut. Z hlediska purifika¢nich procedur je tento krok
velmi dulezity, protoze dochdzi k uvolnéni nerozpustnych frakci, ato zejména HU,
z makromolekuldrniho klubka HK. Po odstranéni nerozpustné frakce byl roztok HK okyselen
pridavkem kyseliny chlorovodikové na hodnotu pH < 2. Jako v piedeslém piipad¢ ke koagulaci
HK dochézelo ptes noc, opét po dobu ptiblizné 18 hod. Po uplynuti této doby byly HK z roztoku
odstranény centrifugaci pti 2700 X g po dobu 30 minut. Roztok nad vysrazenymi HK byl
uchovan pro naslednou izolaci FK (2). K vysrazenym HK bylo ptidano 500 ml smési roztoku
0,1 M HCl a 0,3 M HF. Takto pfipravena suspenze byla ponechéna na tfepacce po dobu 7 dni.
Diky pouziti tohoto purifikaéniho kroku jsou z vysrdzenych HK odstranény ptedevsim
sorbované kiemicCitany, ptipadné nckteré slouceniny minerdlnich sloucenin (napt. kaulinit
a montmorillonit). Po uplynuti této doby byly HK odd¢leny od supernatantu centrifugaci pfi
2700 x g po dobu 30 minut. Poté byly HK pievedeny do dialyza¢ni membrany o velikosti pora
1000 Da. Dialyza probihala po dobu péti dnti proti ultracisté vodé. Nasledn¢ byly HK
vymrazeny na rotacni odparce v lyofiliza¢nich baikéach a lyofilizovany na laboratornim
lyofilizatoru do uplného vysusSeni. HK byly ziskany ve formé¢ tmave hnédého jemného prasku.

3.5.2 Separace FK

Vzhledem k faktu, Ze FK jsou rozpustné jak v alkalickych, tak i kyselych roztocich a také tomu,
ze roztoky pro izolaci FK obsahovaly i jinou nezadouci rozpustnou organickou hmotu, tj.
snadno hydrolyzujici organické kyseliny, bylo nutné vyuzit k jejich separaci a zisku opravdu
Cistého vzorku selektivni adsorpci na hydrofobni pryskytici DAX-8.

Piiprava pryskyiice DAX-8

Pozadované mnozstvi pryskyfice, které je dano rozméry sklenéné kolony, bylo pievedeno do
kadinky a zalito takovym mnozstvim methanolu, aby jeho hladina nad vrstvou pryskyfice byla
alespoit 2 cm vysokd. Suspenze pryskyfice byla ponechdna na magnetické michacce pii
350 ot.-min! po dobu 15 min. Methanol byl slit. Pryskyfice byla promyta destilovanou vodou.
Voda sahala cca 2 cm nad pryskyfici, aby nedoslo k vysychani ¢i mikrobidlni degradaci

pryskyfice.
Adsorpce FK na prysky¥ici DAX-8

Pied samotnou separaci FK na chromatografické koloné bylo nutné ziskany roztok FK podrobit
ultrafiltraci na filtru o velikosti port 0,45 nm, aby doslo k odstranéni ptipadnych nezddoucich
pevnych castic, predevsim koagulovanych zbytki huminovych kyselin z roztoku. Veskery
vzorek FK byl naddvkovéan jednou na kolonu. Po nadavkovéani veskerého obsahu FK byla
chromatografickd kolona promyvana vodou, dokud hodnota absorbance vody na vystupu
z kolony nedosahla pfi vinové délce 350 nm hodnoty A <0,015. Timto zpisobem byla z kolony
eluovdna rozpusténa organickd hmota (DOM), jejiz pfevazna cCast je tvofena snadno
hydrolyzujicimi organickymi kyselinami. Desorpce FK z pryskyfice byla provedena pomoci
roztoku 0,1 M NaOH, a to do t¢ doby, dokud hodnota absorbance desorpéniho roztoku na
vystupu z kolony nedoséhla pii vinové délce 350 nm hodnoty A < 0,03.
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Regenerace pryskyiice DAX-8

Po nadavkovani a vymyti ptislusného vzorku FK bylo nutné pryskyfici pfipravit na nové
pouziti. Toho bylo docileno pomoci promyvani pryskyfice roztokem 0,1 M HCI. Promyvani
probihalo tak dlouho, dokud hodnota pH roztoku vytékajiciho z kolony nebyla shodna s pH
roztoku na vstupu do kolony. Nasledné byla kolona promyvana vodou, a to opét tak dlouho,
dokud hodnota pH vody na vystupu do kolony nebyla stejna jako na vstupu z kolony.

Priiprava katexu Amberlite IR 120

Pozadované mnozstvi pryskyfice, které je ddno rozméry sklenéné kolony, bylo pfevedeno do
kadinky a zalito takovym mnozstvim methanolu, aby jeho hladina nad vrstvou pryskyfice byla
alesponi 2 cm vysoka. Suspenze pryskyfice byla ponechana na magnetické michacce pti 350
ot.-min"! 0 dobu 15 min. Methanol byl nasledné slit. Pryskyfice byla promyta destilovanou
vodou. Voda sahala cca 2 cm nad pryskyfici, aby nemohlo dojit k vysychani pryskyfice.

Zpétna protonace FK na pryskyiici Amberlite

Protoze v dasledku promyvéni z pryskyfice DAX-8 byly ziskany FK ve form¢ sodnych soli,
bylo nutné FK zpé&t naprotonovat. Z alkalického roztoku fulvokyselin byly kationty Na*
odstranény pomoci katexu Amberlite IR 120 vyménou za H" ionty. Roztok fulvinovych kyselin
byl opakované prolévan kolonou, dokud hodnota elektrické vodivosti vytékajiciho roztoku
neklesla pod hodnotu 120 puS-cm™!. Nasledné byla kolona promyvéana vodou do té doby, dokud
hodnota absorbance vody na vystupu z kolony neklesla pti vinové délce 350 nm pod hodnotu
A <0,015.

Regenerace pryskyiice Amberlite

Obdobné jako u pryskytice DAX bylo nutné zregenerovat i pryskyfici Amberlite, aby byla
ptipravena na opétovné pouziti. Ke zpétné protonaci pryskyfice a vymyti nasorbovanych Na*
iontll byla vyuzita 0,1 M HCI. Kolona byla promyta celkovym objemem 1000 ml 0,1 M HCI.
Nasledn¢ byla promyvana takovym mnozstvim destilované vody, aby se hodnota pH vody
vytékajici z kolony pohybovala kolem hodnoty 7. Poté byla kolona pfipravena pro dalsi pouziti.
Pokud se bezprostiedné po regeneraci nepokracovalo v izolaci FK, bylo nutné kolonu
konzervovat. Protoze pryskyfice nesméla vyschnout, bylo do kolony dolito takové mnozstvi
destilované vody, aby jeji hladina neklesla pod vrstvu pryskyfice. Vstup do kolony pak byl
zakryt parafilmem.

Zakoncentrovani ziskanych fulvinovych kyselin

Ziskany roztok FK byl zakoncentrovan pomoci rotacni vakuové odparky. Za pouziti
lyofilizatoru Vir-Tis byl vzorek vymrazenych FK vysusen. Timto postupem byly ziskany pevné
vzorky fulvinovych kyselin ve form¢ svétle hnédého prasku.

3.5.3 Fyzikalné-chemicka charakterizace izolovanych HL

K zisku zékladnich fyzikalné-chemickych charakteristik HL izolovanych z pidy byly zvoleny
termogravimetrickd analyza, elementarni analyza, molekulovd absorpcni spektrometrie
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v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického zateni (UV/Vis) a infracervena
spektrometrie s Fourierovou transformaci.

Elementdrni analyza

Elementarni slozeni vzorku pidy a HL izolovanych z ni izolovanych bylo zjisténo pomoci
elementarniho analyzatoru EA3000. Kalibrace elementarniho analyzatoru byla provedena
pomoci standardni latky 4-amino-benzen-sulfonamidu. Navdzené vzorky HL byly spaleny
v kyslikové atmosféte pii pracovni teploté reaktoru 980° C. Elementarni slozeni izolovanych
HL bylo zjisténo pomoci vyhodnocovaciho programu Callidus, verze 5.1. Ziskané elementarni
slozeni HL bylo pfepocteno na atomova procenta (at. %).

TGA a stanoveni obsahu HK a FK ve vzorku piidy

Vzorek puidy i HL z ni izolované byly v této diplomové praci termogravimetricky analyzovany
na analyzatoru TGA Q5000, TA Instruments. Vzorky ptidy a HL o navazce ~ 7-20 mg byly
spaleny z laboratorni teploty na kone¢nou teplotu 800° C v atmosféte vzduchu s pritokem 50
ml-min~! a s rychlosti ohfevu pece 10° C-min'. Ziskana data byla nasledné& pouzita ke stanoveni
obsahu nespalitelného podilu (tj. popela) a celkové vihkosti.

UV-Vis spektrometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického
zateni (UV/Vis) byla v této diplomové praci vybrana k fyzikalné-chemické charakterizaci
z pudy izolovanych HL. Za timto u¢elem byly vybrany nasledujici absorp¢ni koeficienty: E4/Es,
E»/Es a Eg/Eg,, které jsou zpravidla definovany jako poméry absorbanci pti vhodné zvolenych
vlnovych délkach. Pro ziskdni dat k urCeni absorpéniho koeficientu Es/E¢ a Ex/Es byly
piipraveny roztoky HL o koncentraci 10 a 50 mg:dm> ve standardnim fosfatovém pufru
o hodnoté pH 7,05 (smés Na,HPO4-2H,0 a NaH2PO4-:2H>0 v poméru 0,61:0,39). Za ucelem
studia HL pomoci absorpéniho koeficientu Eet/Es; byly pfipraveny soly téchto biokoloidnich
latek o koncentraci 10 mg-dm™ ve standardnim fosfatovém pufru pii hodnoté pH 7,10.

Takto ptipravené roztoky HL byly zméfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H
v rozmezi vlnovych délek 200-900 nm v kiemenné kyveté SUPRASIL® s optickou drahou
I cm.

FT-IR spektrometrie

K zisku informaci o zastoupeni jednotlivych funkénich skupin v izolovanych HL a ve vzorku
pudy byla zvolena infradervend spektrometrie s Fourierovou transformaci, a to konkrétné
metoda difuzniho odrazu, v odborné literatufe oznacovana jako DRIFT. Divodem, pro¢ byla
zvolena DRIFT metoda misto klasické lisované KBr tablety je to, ze v KBr tableté¢ muze
dochazet k dekarboxylaci, ptipadné i deprotonizaci kyselych funkénich skupin vyskytujicich se
v HL. Studované vzorky HL a vzorek pudy byly k méteni pfipraveny nasledujicim postupem:
bylo navazeno vzdy 200 mg vyzihaného KBr, toto mnozstvi pak bylo dikladné rozetfeno
v achatové treci misce. K takto pfipravenému mnozstvi KBr bylo pfidano 1-2 mg vzorku,
nasledné byla tato smés diikladné zhomogenizovana. Piipraveny vzorek byl vlozen do néastavce
difuzné-reflexni jednotky. Poloha vzorkovaci panvicky v DRIFT cele byla poté upravena tak,
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aby bylo optimalizovéano infracervené zatreni dopadajici na detektor FTIR spektrometru. DRIFT
FTIR spektra byla naméfena na FTIR spektrometru Nicolet iS50 vybaveném nastavcem Nicolet
difuzni jednotky, model 0002-395, v rozmezi vlnoéti 4000400 cm™! s rozliSenim 4 cm™!
a s celkovym pocétem akumulovanych skent 512.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Izolace a charakterizace pudnich HL

Vypocteny obsah extrahovanych HL ze vzorku pudy (piepocteny na susinu), ve které probihala
veskerd inkubace vzorkl zeleného ¢aje, zobrazuje Tabulka 7.

Tabulka 7 — Obsah huminovych latek ve studovaném vzorku piidy prepocteny na susinu

HK (hm. %) FK (hm. %) HU (hm. %) HL (hm. %)
0,58 0,10 0,46 1,13

Ve studovaném ptidnim vzorku bylo pfitomno celkem 1,13 hm. % HL, z toho majoritni ¢ast
byla tvofena huminovymi kyselinami a huminem, zatimco fulvinové kyseliny byly zastoupeny
pouze v minoritnim mnozstvi. Tyto hodnoty odpovidaji vysledkiim izolaci HL z terestridlnich
matric.

4.1.1 TG a elementarni analyza

Veskeré izolované HL byly podrobeny za ti¢elem ziskani kompletnich informaci o inkubac¢nim
prosttedi vzorkli zékladni fyzikalné-chemické charakterizaci za vyuziti elementdrni
a termogravimetrick¢é analyzy. Vysledky elementdrniho slozeni spolu s vystupem
z termogravimetrické analyzy, ktera uréuje obsah nespalitelného podilu (tj. popel) a sorbované
vlhkosti, jsou uvedeny v Tabulka 8.

Tabulka 8 — Elementdrni slozeni izolovanych HL v at. %, atomové pomeéry H/C a O/C, obsah
popela a celkové vihkosti

Elementarni slozeni v at.% opel  vlhkost

Vzorek c - N o 5 HC o oc (Ifm? % (hm. %)
Puda 14,25 78,40 1,18 6,18 0 - — 93,08 1,50
HU 26,71 67,94 2,72 264 0 - — 77,98 5,05
HK 34,28 5123 294 11,56 0 1,49 0,34 1,10 6,20
FK 31,08 49,60 2,41 1691 0 1,60 0,54 5,80 9,30

Natvod je dulezité podotknout, Ze pro elementarni analyzu vSech vzorki byla v této diplomové
praci pouzita GC kolona, kterd umoziuje stanoveni obsahu siry az od koncentraci vyssich nez
0,5 hm. %. Vysledky jsou pak uvedeny v jednotkéach at. %, protoze pti pouziti hm. % by
dochazelo k silnému podhodnoceni celkového obsahu vodiku. Na prvni pohled je patrné, Ze jak
vzorek pady, tak vzorek izolovaného HU se vyznacuji vysokym obsahem popela a z toho
vyplyvajicim vysokym obsahem anorganickych pfimési a velmi silnou mineralizaci. To je sotva
ptekvapivé, kdyz vezmeme v uvahu slozeni pidy a fakt, ze HU je charakterizovan jako
organickd hmota pevné vdzand na minerdlni podil pidy, kterou neni mozné izolovat ani
mnohonasobnou extrakci alkéliemi. Naopak vzorky izolovanych HK a FK se vyznacuji
vysokou Cistotou, zejména pak vzorek HK, a to pfedevSim diky poslednimu purifikaénimu
kroku — ptecisténi pomoci smési HCI a HF. Tento krok byl ovSem proveden pouze u vzorku
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HK, z toho diivodu se vzorek FK oproti HK vyznacuje vétsSim mnozstvim popela. Vysledky
elementarni analyzy ukazuji, ze vzorek HK je tvofen vys$Sim obsahem uhliku a vodiku
a obsahuje rovnéz vyssi mnozstvi dusiku nez vzorek FK. Naproti tomu je FK izolovana
z pudniho vzorku bohatsi na obsah kysliku, coz svéd¢i o pritomnosti kyselych funkénich skupin
a potvrzuje kyselejsi charakter FK. Tyto vysledky jsou v dobrém souladu s naméfenymi FT-IR
spektry izolovanych HL, kdy v ptipadé HK byly ve spektru identifikovany ve vétsi miie
absorp¢ni pasy odpovidajici aromatickym strukturam, zatimco FT-IR spektru FK jednoznaéné
dominovaly piky kyselych funkénich skupin, kam zpravidla fadime karboxylové a —OH
fenolické funkéni skupiny.

Ze zjisténého elementarniho slozeni jednotlivych vzorkil byly vypocteny atomové poméry H/C
a O/C, kter¢é slouzi k blizsi specifikaci zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti HL, jako je
stupent aromaticity ¢i mira hydrogenace [12]. V SirSim pohledu na vysledky prezentované
v Tabulka 8 miZzeme fict, Ze vzorek izolovanych HK se oproti FK vyznacoval niz§imi
hodnotami poméru H/C, coz svéd¢i o vyssi mife aromaticity studovanych HK. Rovnéz hodnota
poméru O/C byla stanovena nizsi pro vzorek HK. Jinymi slovy, vyssi hodnota poméru O/C
v ptipadé FK znaci, Ze je tento vzorek tvofen vys$§im obsahem kyslik obsahujicich funk¢énich
skupina, a také s ohledem na vyssi atomovy pomér H/C Ize usuzovat na nizsi stupei aromaticity
¢1 vysSi miru substituce Ar jednotek alifatickymi funkénimi skupinami jako jsou aryl-estery
a ethery. VSechny vyse uvedené vysledky jsou v dobré shod¢ s daty a zavéry ziskanymi pomoci
UV-Vis a FT-IR spektroskopie.

4.1.2 Molekulova absorp¢ni spektroskopie v UV-Vis oblasti

Absorpce HL probiha zejména v oblasti vinovych délek v rozmezi 200-800 nm. Jak je patrné,
namétenda spektra vzorkli HL vykazovala pro tyto latky charakteristicky kvaziexponencialni
prabéh (viz Obrazek 8 a Obrazek 9).
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Obrazek 8 - UV-Vis spektrum HK a FK, koncentrace 10 mg-dm™>
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Obrazek 9 — UV-Vis spektrum vzorku HK a FK, koncentrace 50 mg-dm™>

Ze ziskanych UV-Vis spekter izolovanych HL byly vypocteny absorpéni koeficienty, které jsou
zobrazeny v Tabulka 9. Jak jiz bylo zminéno, v této diplomové praci byly k charakterizaci
izolovanych HL zvoleny absorpéni koeficienty FEs/Es, FE2/Es a Egt/Es.. Z vysledka
sumarizovanych v Tabulka 9 je zjevné, Ze studované vzorky vykazuji hodnoty absorpcnich
koeficientl typické pro HL izolované z terestridlnich matric. Pfestoze jsou UV-Vis spektra
nékterymi autory povazovana za nic nefikajici a nevypovidajici zddné podstatné informace,
fadou studii bylo prokézéano, ze adekvatni analyzou téchto spekter je mozné vycist zajimavé
poznatky o struktufe zkoumanych HL, které pak mohou doplnit a pomoci Iépe interpretovat
vysledky ziskané pomoci jinych analytickych technik. Obecné plati, Ze chromofory pfitomné
v HL, jenz jsou odpovédné za absorpci v UV oblasti, jsou v podstaté rizn¢ substituované
aromatické kruhy. V UV oblasti spektra HL lze rozlisit tfi riizné oblasti absorpce. Prvni pdsmo
oznacované jako pasmo mistni excitace (LE) lezi v oblasti vinovych délek mensSich nez 190
nm, druhd oblast lezi v rozmezi 190-240 nm a byva nazyvana jako benzenoidové pasmo (BZ)
a tfeti oblast, tzv. pasmo elektronového pienosu (ET), odpovida absorpci pti vinovych délkach
vyssich nez 240 nm. Plati, Ze intenzita a rozmisténi téchto past je z velké miry ovlivnéno
stupném substituce na aromatickém kruhu, pficemz ¢im intenzivngj$i je substituce, tim vice je
mozné pozorovat i vyznamné zvyseni absorpce v oblasti vyssich vinovych délek tzn. v nasem
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ptipad¢ pro absorp¢ni koeficient Err/Eg; s jedna o pas prenosu elektronii. Nizké absorpcni
poméry Egt/Epz tedy byvaji spojovany s omezenou mirou substituce aromatickych kruhii kyslik
obsahujicimi finkénimi skupinami, jako jsou zejména —COOH a—OH nebo se majoritni
substituci alifatickymi funkénimi skupinami, zatimco vys§i pomér Egr/Epz bude znacit
substituci funkénimi skupinami obsahujicimi kyslik — tj. hydroxyl, karbonyl, karboxyl
a esterové skupiny. Izolované HK 1 FK vSak vykazuji téméf totoznou hodnotu koeficientu
Ee1/EBz, coz mlze vypovidat pravé o obsazeni aromatickych kruht ptedevsim alifatickymi
substituenty ¢i stejno mirou substituce Ar jednotek reaktivnimi skupinami kyselé povahy.
I kdyz by se mohlo na prvni pohled zdat, ze tato skutecnost je v rozporu s predpokladem, ze FK
jsou tvofeny fragmenty substituovanymi polarnéj$imi funkénimi skupinami nez HK, mimo to
tyto vysledky zcela nekoreluji s daty ziskanymi pomoci FTIR spektroskopie, kdy ve spektru
FK byly identifikovany vyrazné a ostré piky odpovidajici pravé karboxylovym ¢i OH-
fenolickym skupindm. Je tedy ziejmé, ze v FTIR spektru FK je absorp¢ni pas odpovidajici
karboxylovym skupinam véazan nejen na aromatické strukturni jednotky, ale jsou v jeho
pfitomnosti zohlednény i stavebni jednotky alifatického charakteru, jako jsou lehce
hydrolyzovatelné alifatické organické kyseliny, které¢ jsou pro absorp¢ni koeficient Egr/Eg,
inaktivni. Ddle byly vypocitany absorpéni koeficienty E»/E4 a E4/Eg, které byvaji Casto
oznacovany jako tzv. humifika¢ni index. Dlouho dobu byl pfijiman vSeobecny néazor, ze tyto
koeficienty odpovidaji stupni kondenzace a piimo souvisi s obsahem uhliku a molekulovou
hmotnosti HL, pfesto je vSak v literatufe dohledatelné jen velmi malé mnoZstvi
experimentalnich dikaza potvrzujicich tyto hypotézy. Schnitzer (1977) a spol. poté prokazali,
ze koeficienty E2/E4 a E4/E¢ koreluji s obsahem volnych radikald a zavisi predevsim na velikosti
¢astic, ¢imz jsou ovSem také siln¢ zavislé na hodnoté pH — udava se, Ze pro zisk relevantnich
informaci je nutné méfit v oblasti pH 7-8. Mimo to bylo také prokazano, Ze tyto koeficienty
pfimo nesouvisi se stupném kondenzace aromatickych jader, spise vsak se sttedni molekulovou
hmotnosti [42][43].

Tabulka 9 - Vypoctené absorpcni koeficienty

Absorpéni koeficienty
Vzorek
zo1e E4/Es¢ Eo/E4 Ee1/Enz
HK 6,0 6,9 0,7
FK 13,0 17,1 0,7

Hodnoty ziskanych absorp¢nich koeficientl E2/E4 a E4/E¢ byly v obou piipadech vyssi pro
vzorek izolovanych FK, z ¢ehoz mizeme usuzovat, Ze FK jsou tvofeny fragmenty o nizsi
molekulové hmotnosti, jako jsou jednodussi aromatické organické kyseliny, které jsou
substituovany kyselymi, ale i alifatickymi funkénimi skupinami, naptiklad aryl estery a ethery,
coz je vsouladu sobecné piijimanou definici FK. Celkové pak muzeme na zakladé
ptedlozenych vysledki tvrdit, Ze izolovany vzorek HK je oproti FK charakterizovan vyssi
sttedni molekulovou hmotnosti a rovnéz také vyS$im stupném aromaticity [44].
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4.1.3 FTIR spektroskopie

Naméiena difuzné-reflexni FTIR spektra jsou zobrazena na Obrazek 10 a Obrazek 11. Spektra
byla interpretovana a popsana za pouziti odborné literatury [41-50], pokud neni uvedeno jinak.

V rozmezi 3650-3100 cm™! je mozné ve spektru vzorku HK a FK pozorovat pomé&rné Siroky
absorp¢ni pas. Ten byva v odborné literatufe ptisuzovan valenc¢ni symetrické vibraci O—H
vazby, a to jak ve fenolickych, tak i alkoholovych a amidovych funkénich skupinach. Udava
se, ze tento pas indikuje také vlhkost sorbovanou ve strukture HL.

Ve FTIR spektru FK a HK byl rovnéz identifikovan absorpéni pas pii 2925 cm™!. Tyto pasy
vznikaji v duisledku valen¢ni asymetrické a symetrick¢é vibrace C—H vazeb pfitomnych
v methylenovych skupinach. U vzorku FK byl tento pas potvrzen i pikem pii 1388 cm™'. Je
nutné ovSem poznamenat, zZe absorpcni pasy byly podstatné vyraznéjsi pro vzorek FK. FTIR
spektru FK dominuje piedevsim velmi vyrazny a ostry pik pti 1716 cm™! odpovidajici valenéni
symetrické vibraci C=0 dvojnych vazeb obsazenych v karboxylovych funkénich skupinach,
v mensi mife se ale také mize jednat i o vibracni pas ketonovych, aldehydovych ¢i amidovych
skupin, a to ptedevsim z diivodu, Ze tento absorpéni pas mé povahu prekryvajicich se piki.
Tento pik, ovS§em mnohem méné vyrazny, bylo mozné pozorovat také ve spektru vzorku HK,
coz je v souladu s obecnym piedpokladem, ze FK obsahuji ve své struktute oproti HK mnohem
vice funkcnich skupin kyselé povahy, coz ma za nasledek jejich vyssi reaktivitu v Zivotnim
prostredi. Kyselejsi charakter FK byl podpofen rovnéz ptitomnosti piku pii vino¢tu ~ 1230 cm™
I, tento pik odpovida valenéni symetrické vibraci C—O vazby a deformaéni vibraci O-H vazby
ptitomné v karboxylové funkéni skuping.

Vyrazny a ostry pik bylo mozné nalézt i pfi ~ 1038 cm™!, ktery byl charakterizovan také ve
spektru HK. Tento pik byva pfisuzovan valen¢ni symetrické vibraci C—O vazby v primarnich
alkoholech. Dle odborné literatury muze odpovidat také valenéni symetrické vibraci Si—O
vazby v silikatech, ale vzhledem ke zvolenym purifika¢nim kroklim pii extrakci FK a HK
a nizkému obsahu popela obou vzorkt (5,8 hm. % v ptipadé vzorku FK a 1,1 hm. % pro vzorek
HK) bude tento ptispévek zanedbatelny a mizeme ptedpoklédat, ze signal bude zplsoben
pfedevsim pfitomnosti primarnich alkohold.

DRIFT FTIR spektra vzorku pidy a HU vykazuji na prvni pohled oproti spektrim izolovanych
HL odli§ny pribéh. Pii 3622 cm™! je mozné nalézt pik odpovidajici valen¢ni symetrické vibraci
O-H vazby. Siroky pas v oblasti 3630-3130 cm™ je zptisoben valenéni symetrickou vibraci
intermolekularné vazanych O—H vazeb a valen¢ni symetrickou vibraci N-H vazby ptitomné
v sekundérnich aminech. Je zfejmé, ze spektru pudy dominuji pfedev§im ostré piky v oblasti
niz§ich vinoé¢th. Pti vino¢tu 1011 cm™! byl identifikovan pik odpovidajici v pfipad€ vzorku pady
pfedevsim valen¢ni symetrické vibraci Si—O vazby piitomné v silikatech. Silnd mineralizace
a vysoky obsah anorganickych pfimési ve vzorku pldy je potvrzen piitomnosti pikli v oblasti
vlnocétd kolem 780 cm™, 694 cm™!, 525 cm™' a 467 cm™'. Tyto ostré absorpéni pasy jsou
zpusobeny valenéni vibraci Si—O vazby a deformacni vibraci Si—-O-Si a Si—-O-Al vazby
v kaolinitu ¢i kiemeni. Pfitomnost t€chto absorpcnich past vSak neni ni¢im prekvapiva, protoze
pravé vzorek piidy obsahoval nejvyssi obsah popela.
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Obrazek 10 - FT-IR spektrum vzorku HK a FK
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Obrazek 11 - FT-IR spektrum vzorku pudy a HU
4.2 Fyzikalné-chemicka charakterizace organického materialu caje

Jako nejjednodussi zptisob charakterizace zmén probihajicich ve vzorcich pfi inkubace v pudé
se jednoznacné nabizi sledovani hmotnostniho ubytku vzorkl, byt miize dochézet k silnému
ovlivnéni vysledki vnéj$imi klimatickymi podminkami. Jak je patrné, jiz po uplynuti jednoho
tydne klesla hmotnost na ~ 80 % ptvodni hmotnosti vzorku. Nejvyssi rozdil byl zaznamenan
mezi vzorky ulozenymi v pidé tfi a Ctyfi tydny, v tomto ¢asovém rozmezi nejspise dochéazelo
k dekompozici labilnéjsich sloucenin obsazenych v ¢aji. Je mozné si dale povSimnout, Ze pro
vzorky inkubované po dobu jednoho, dvou a tfech mésicii dosahovala hmotnost po vykopani
z pudy, ususeni a ocisténi podobnych hodnot a to ~ 60 % plvodni hmotnosti vzorku. Po
uplynuti doby Sesti mésicii pak dosahovaly vzorky pfiblizn€¢ 50 % své piivodni hmotnosti
a muzeme se domnivat, ze po této dobé jiz dosdhnul ptivodni material ¢aje urcité stabilizace,
coz je v souladu s provedenymi literdrnimi reSerSemi.
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Obrazek 12 - Graf znazornujici hmotnostni ubytek vzorkii
4.2.1 Termogravimetricka analyza

Veskeré inkubované vzorky véetné vzorku origindlniho zeleného caje byly podrobeny
termogravimetrické a elementarni analyze. Termogravimetrickd analyza vSech studovanych
vzorkil byla provedena na pfistroji TA Instruments TGA Q5000, a to jak v oxidacni, tak inertni
atmosféie. Z dat ziskanych pfi méfeni v oxidacéni atmosféfe byly zjiStény obsah popela
a vlhkost vzorkl. Dale byla provedena derivace zmény tbytku hmotnosti a na zaklad¢ téchto
dat bylo provedeno vyhodnoceni vysledkii.

Na TG ktivce pivodniho vzorku ¢aje v oxidacni atmosféte bylo po zderivovani identifikovano
hned nékolik pika, které se pak jiz dale neobjevily u zadného zinkubovanych vzorki.
K nejvyssimu hmotnostnimu ubytku ve vzorku doslo pfi teploté 499° C. Mimo charakteristické
piky v oblasti ~ 80° C (odpatfovani vody), poté pti teplot€¢ 303° C (hemiceluloza) a 499° C
(celuloza) byly viditelné piky i pti 219° C, 323° C a v neposledni fad¢ 1 465° C. Tyto piky nalezi
termicky labilnim a také v piid¢ snadno degradovatelnym slozkdm zeleného c¢aje. Mohlo by se
jednat o piky odpovidajici katechiniim, které byly detekovany i ve FT-IR spektru pivodniho
vzorku €aje. V inertni atmosféte byly patrné piky pii 223° C, 259° C, 332° C, 411° C a456° C,
pfi¢emz k nejvyssimu hmotnostnimu tbytku doslo oproti oxida¢ni atmosféfe podstatné diive,
a to jiz pti dosazeni teploty 332° C.

Na vsech ziskanych termogravimetrickych kfivkdch inkubovanych vzorkli v oxidacni
atmosféte vzduchu byla viditelna pfitomnost tfistupfiového rozkladného procesu. Pii spalovani
organického materidlu Caje probihaly tii hlavni procesy, a to vznik t€kavych latek, spalovani
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tékavych latek a vznik vyhotelych zbytk. Jednalo se pak o tfi teplotni intervaly,
a to nasledujici: rozmezi 80-100° C, kdy dochézelo piedev§im k odpafovani vody a te¢kavych
latek; dale 290-310° C, kdy se projevila degradace hemicelul6z a $tépeni vazeb spojujicich
lignin a hemiceluldzy a na zavér rozmezi 490-505° C, coz jsou teploty charakteristické pro
pfeménu celuldzy a zejména aromatického biopolymeru tzn. ligninu az po tvorbu zuhelnatélych
zbytkll. Na termogravimetrickych kiivkdch mezi rizné dlouho inkubovanymi vzorky byly na
prvni pohled znatelné rozdily ve tvaru, intenzité a presné hodnoté¢ maxim téchto tii pika [S1].

U vzorkd inkubovanych pouze po dobu jednoho tydne byly v oxidacni atmosféfe po
zderivovani kromé piku znaciciho odpafovéani vody ze vzorku viditelné dva velmi ostré a zké
piky, a to pfi teplotach ~ 295° C a pti ~ 490° C. Prvni pik, spojovany piedevsim s rozkladem
hemicelulézy a jiného termicky labilnéjsiho materidlu, vykazoval téméf totoznou intenzitu
a hmotnostni ubytek jako pik pii 490° C spojovany s rozkladem celuldzy anebo ligninu. Naopak
v inertni atmosféte doslo k nejvyssimu ubytku hmotnosti jiz pti cca 340° C.

Pfi ponechani vzork v pidnim prostfedi po dobu dvou tydni doSlo v oxidacni atmosféte
k nepatrnému posunu maxim obou pikl, a to k teplotdm cca 315°C a 510° C, pticemz
k nejvy$$imu hmotnostnimu ubytku doslo az pfi teploté¢ ~ 510° C, zatimco pik v oblasti ~
315° C vykazoval sotva polovi¢ni intenzitu a nebyl jiz tak ostry. Na zaklad¢ vyse uvedeného se
muzeme domnivat, ze jiz po uplynuti dvou tydnii doslo k degradaci casti termicky labilniho
materidlu. Tato domnénka je v souladu s vysledky ziskanymi pomoci FT-IR spektroskopie.
V inertni atmosféte nastal nejvyssi hmotnostni ubytek az pti 349° C, coZ jen potvrzuje vse vyse
uvedené.

Po uplynuti tfech tydni byly na TG kiivce vzorka pfi spaleni v atmosféie vzduchu opét
viditelné dva piky, pficemz ostry a vyrazny byl pouze pik pfi teploté 480° C. Pfi teploté cca
321° C byl stale pozorovatelny pik, tvarem i intenzitou srovnatelny se vzorky inkubovanymi
v pudé po dobu dvou tydnii, avSak s tim rozdilem, ze doslo opét k posunuti jeho maxima
k vys§im teplotam, coz svédc¢i o odbourani dal§itho mnozstvi labilnéjSich slozek zeleného caje.
Pti spalovani vzorki v dusikové atmosféie byl opét dominantni pik pti 348° C.

Na TG kfivkach vzorkl v atmosféte vzduchu, které byly ponechany v ptidnim prostiedi celkem
Ctyfi tydny, byly pozorovatelné dva vyrazngjsi piky, oproti pfedchozim vzorkiim vSak byly
mén¢ intenzivni a rovnéz podstatné §irsi. Jednalo se o teploty 324° C a 495° C. 1 v ptipadé
vzorkil po ¢tyfech tydnech je mozné pozorovat trend s posunem hodnoty maxima prvniho piku
k vys§im teplotdm. Naopak v inertni atmosféte nastal nejvyssi hmotnostni bytek vzorka diive,
a to pii teplotach ~ 335° C.

Po inkubaci vzorkt po dobu dvou mésict byly pfi spaleni v oxida¢ni atmosfétre detekovany dva
stejné intenzivni a oproti ptedchozim vzorkiim i pomérné Siroké piky, a to pii 324° C a 482° C.
V atmosféie dusiku byl pozorovéan opét nejvyssi hmotnostni ubytek pii cca 335° C.

Data ziskana pomoci TG pro vzorky inkubované v ptidé po dobu tiech mésici bohuzel zcela
nekoreluji s ostatnimi daty, protoze jak jiz bylo zminovéano vyse, v disledku ztraty vzorka
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musel byt experiment pro tento ¢asovy interval zopakovan, pficemz pak probihal za odlisnych
klimatickych podminek.

Pro vzorky ponechané v pudé nejdelsi dobu, tedy Sest mésict, byly viditelné dva piky, a to
prvni s maximem pii teploté 324° C a poté pik s maximy pii 471° C a 490° C. Pfitomnost dvou
ostrych maxim na druhém piku mize souviset s tvorbou stabilné&jsich, aromatickych struktur,
jejichz pfitomnost byla prokézana charakteristickymi absorpcnimi pasy ve FT-IR spektru. Ze
vSech studovanych vzorkli doslo v inertni atmosféfe k nejvy$Simu ubytku hmotnosti pfi
nejnizsich teplotach, a to jiz pti 330,1° C.
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4.2.2 Elementarni analyza

600

Na prvni pohled je patrné, ze spolu s dobou inkubace dochazi ve vzorcich k poklesu obsahu
uhliku, a pfedevsim kysliku za soucasného nariistu celkového mnozstvi vodiku a dusiku. Tento
pozorovany jev je spojen s odbourdvanim labilniho hydrolyzovatelného a degradaci snadno
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podléhajiciho materidlu jako jsou jednoduché cukry a proteiny, coz bylo potvrzeno ina
métenych FT-IR spektrech, kde byl ziejmy pokles signalu odpovidajicimu valenéni symetrické
vibraci C—O vazby obsazené v polysacharidickych jednotkach. Za pokles obsahu kysliku
v inkubovanych vzorcich bude odpovédné pravdépodobné také odbouravéani a pfeména
polyfenolickych latek (viz. Tabulka 11). Nartst obsahu dusiku ve slozeni studovanych vzorkt
nejspiSe souvisi 1is postupnou humifikaci degradovaného organického materiadlu, kdy
meziprodukty rozkladu postupné reaguji s dusikatymi slouceninami obsazenymi v pudé za
vzniku huminovych struktur. Mnozi autofi zabyvajici se vyzkumem slozeni HL davaji ve
spojitost obsah dusiku s mikrobialni ¢innosti béhem humifika¢niho procesu.

Tabulka 10 — Elementadrni sloZeni inkubovanych vzorki caje, obsah popela a celkové vihkosti

Elementérni slozeni v at.% popel vlhkost

Veorek e H N 0 5 (m% (hm.%)
original  24,23+0,44 61,14+0,73 1,34+0,03 13,30+0,27 0 6,63+0,12 4,31+0,38
1 tyden 26,06+0,40 61,01+£0,76 2,04+0,07 10,89+0,63 0 4,62+0,31 5,09+0,45
2 tydny  26,24+0,99 62,94+0,55 1,93+0,07 8,89+0,80 0 4,39+0,23 5,58+0,73
3tydny 25,89+0,50 63,33+£0,69 2,06+0,09 8,71+1,28 0 4,47+0,16 5,07+0,78
1 mésic  26,76+0,15 62,66+0,18 2,56+0,07 8,06+0,20 0 5,85+0,34 7,93+1,14
2 mésice 26,35+0,46 63,32+0,61 2,52+0,02 7,81+0,13 0 5,82+0,03 7,09+0,28
3 mésice 24,56+0,51 63,24+1,01 2,00+0,17 10,20+£0,55 0 6,33+0,18 11,59+0,24
6 mésici  25,99+0,98 65,78+1,31 2,64+0,13 5,67+2,07 0 6,66+£0,30 9,424+0,01

Obsah popela byl stanoven v uzkém rozmezi 4-6 hm. %. Obecné¢ vypovida obsah popela
o pfitomnosti anorganickych pfimési jako je vapnik, hoicik, kiemik ¢i hlinik. Pozorovany
nepatrny nariist v obsahu popela inkubovanych vzorkl (nejvyznamnéjsi pro vzorek inkubovany
po dobu 3 a 6 mésicti) by mohl vypovidat o interakcich mezi témito anorganickymi latkami
obsazenymi v piid¢ a postupné vznikajicimi huminovymi strukturami. Vlhkost vzorki se
pohybovala v rozmezi 5-12 hm. %, kdy nejvyssi obsah sorbované vlhkosti byl stanoven pro
vzorek po 3 mésicich inkubace v ptid€, nicmén¢ vzhledem k odlisnym klimatickym podminkédm
pfi ulozeni tohoto vzorku do pidy neni srovnani s ostatnimi ziskanymi daty zcela na misté.
Vlhkost je z velké ¢asti sorbovana prostfednictvim kyselych funkénich skupin, kam z pravidla
fadime —COOH a —OH fenolické skupiny. Pti vyhodnocovani FT-IR spekter byly lokalizovany
pasy (1450-1440 cm™! a 1240-1230 cm™') odpovidajici charakteristickym vibracim
v karboxylovych skupinach, pfi¢emz intenzita tohoto signalu i $itky téchto lokalizovanych past
byly nejvyssi pravé pro vzorek inkubovany po dobu 6 mésict.

4.2.3 Stanoveni celkového obsahu vodou extrahovatelnych polyfenoli

Celkovy obsah vodou extrahovatelnych polyfenolickych latek ve vzorcich byl stanoven za
pouziti molekulové absorpéni spektrometrie metodou Foulin-Ciocaulteova ¢inidla. Pro
kvantitativni stanoveni obsahu polyfenolt byla sestrojena kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové,
ktera je zobrazena na Obrazek 15. Jak je patrné, zavislost absorbance na koncentraci byla
v daném rozsahu méteni linearni.
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Obrazek 15 - Kalibracni krivka kyseliny gallové

Ziskané vysledky kvantitativniho stanoveni obsahu polyfenolickych latek obsazenych ve
vzorcich v ptdé inkubovaného zeleného Caje jsou zobrazeny v Tabulka 11 a na Obrazek 16.
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Obrazek 16 — Graf znazornujici zavislost koncentrace polyfenolickych latek ve vzorcich na dobé
odbéru vzorku z piidy

Tabulka 11 — Stanoveni celkového mnozstvi polyfenolickych latek v jednotlivych vzorcich

Vzorek Puvodni 1 tyden 2 tydny 3 tydny
¢ (mg-g) 67,6 58,6 58,2 24,4

Vzorek 1 mésic 2 mésice 3 mésice 6 mésicu
¢ (mg-g) 4,3 4,1 0,9 2,3

Z vyhodnocenych dat je patrné, ze k nejvyssimu ubytku koncentrace polyfenolickych latek ve
vzorcich doslo po uplynuti 3 tydnd. Po inkubaci vzorkd v piidé delsi nez 1 mésic jiz
nedochazelo k zddnym znatelnéjSim ubytkim v koncentraci polyfenolickych latek, piesto
nedoslo k uplnému poklesu na absorbanci ptisluSnych vzorkd. Mizeme se tedy domnivat, ze
urcité zbytkové mnozstvi polyfenoltl jiz dale nepodléhalo zadnym degrada¢nim procestim, coz
je vsouladu se zdkladnim principem humifikace, a to Ze nikdy nedojde k Uplné degradaci
veskerého vychoziho materidlu, ale ze urcité procento vychozich slozek podléha mineralizaci.
Vzhledem k tomu, ze jako studovany degradovany material byl pouzit zeleny caj, stoji za
zvazeni 1 moznd inhibice mikrobidlni ¢innosti zapti¢inénd prave ptritomnosti polyfenolickych
latek. S. Tang a spol. ve své praci prokazali, ze epigallokatechin gallat (EGCG), tedy v zeleném
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¢aji nejhojn€ji obsazeny zastupce polyfenolti, mize ovlivnit v pidé procesy nitrifikace
a denitrifikace, coz jsou procesy velmi citlivé na puisobeni vnéjsich vlivil. Je dilezité zminit, ze
to jsou prave tyto procesy, které nesou prevaznou ¢ast odpovédnosti za distribuci dusiku v padé
a tim rozhoduji i o vyuziti dusiku rostlinami. Mimo to ma pfitomnost EGCG vliv i na diverzitu
pudnich bakterii. Bylo prokdzano, ze ptidavkem EGCG do ptdy doslo po 2 tydnech ke zvyseni
diverzity bakterialni komunity, obecné jsou totiz flavonoidy schopny stimulovat rtist urcitych
druhti bakterii. K navratu do pivodniho stavu doslo po uplynuti 1 mésice, kdy byla ptevazna
cast ECGC jiz spotfebovana [46].

4.2.4 FT-IR spektroskopie organického materiilu ¢aje

Nameétena FT-IR spektra vzorkl jsou zobrazena na Obrazek 17. Jednotlivé piky a absorpéni
pasy byly popsany a interpretovany na zékladé vybrané odborné literatury [48][51][52].
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Obrazek 17 — FT-IR spektra vzorkii caje

U vSech métenych vzorkl si miizeme povsimnout Sirokého absorpéniho pasu v oblasti vinocta
3600-3000 cm™!, ktery je pfipisovan valenénim vibracim OH- skupin. Jedna se pfedevsim
o skupiny alkoholové a fenolické, ale jejich signal miize piekryvat i vibrace NH— vazeb
pfitomnych v primdrnich aminech, které¢ nebyvaji tak intenzivni, protoze NH— vazby nejsou
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schopné tvoftit tak silné vodikové vazby. Pravé ptispévek intra a intermolekularnich vodikovych
vazeb je pravdépodobné odpovédny i za §itku tohoto pasu. Prispévek na intenzité tohoto pasu
ma také vibrace N—H vazeb v sekundarnich amidech, zptsobujici ostfej$i vrchol pasu pfi
vlno¢tu ~ 3250 cm™!. Tento absorp¢ni pas je primarné spjat s bilkovinnymi strukturami tvofici
zeleny ¢aj anebo vzniklych dusikatych slouc¢enin béhem dekompozice OM ¢aje vlivem aktivity
pudnich mikroorganismi. Za zminku stoji fakt, Ze intenzita tohoto piku rostla zaroven s dobou
inkubace vzorkli v pudé. Na vSech métenych spektrech je mozné identifikovat také dublet
ostrych absorpénich past pifi 2930 a 2860 cm™!, za ktery jsou odpovédné asymetrické
a symetrické valen¢ni vibrace v methylenovych skupindch. Tato skute¢nost byla u vSech
studovanych vzorkli potvrzena rovnéz méné vyraznym absorpénim pasem viditelnym pfi
vlnocétu ~ 1450 cm™!. Stejné jako v piedchozim pfipadg, i zde plati, Ze spolu s dobou inkubace
vzorku v pidé€ dochdzelo k narlstu na intenzité signalu.

V rozmezi 1620-1580 ¢cm™' je mozné identifikovat velmi vyrazny absorpéni pas, ktery je
pfifazovan valen¢ni vibraci C=C vazeb v aromatickych strukturach a také valen¢ni vibraci C=O
vazby piitomné v sekundarnich amidech. Sitka i intenzita tohoto absorpéniho pasu nartista opét
s dobou inkubace vzorku.

O ptitomnosti karboxylovych funk¢nich skupin ve studovanych vzorcich svéd¢i absorpeni pas
v oblasti vInoétd 1450-1440 cm™' odpovidajici deformacni vibraci C-O-H vazby. Tato
hypotéza byla rovn&Z potvrzena absorpénim pasem viditelnym v oblasti ~ 1240-1230 cm™!,
ktery vznika v disledku valen¢ni symetrické vibrace C—O vazeb v —COOH skupinéch.

V oblasti vinoétd 1358-1319 cm™! je mozné vypozorovat tii méné& vyrazné piky, a to pouze
u vzorku ptivodniho, neinkubovaného materialu ¢aje. V literatuie jsou tyto piky pfifazovany
valen¢nim symetrickym vibracim C-N vazeb v sekundarnich amidech (amid III).

Velmi vyrazny a ostry pas se nachazi také pii vinotu piiblizné 1030 cm!. Tento pik byva
pfisuzovan valen¢ni symetrické vibraci C—O vazeb nachézejicich se v primarnich alkoholech
a polysacharidech. Néktefi autofi tento pik identifikuji také jako diisledek valen¢ni symetrické
vibrace C—O vazeb ptitomnych v aminokyselindch. Nejintenzivngjsi signdl vykazuji ptivodni
vzorek Caje spolu se vzorky inkubovanymi po kratkou dobu (tj. 1 a 2 tydny), poté je mozné
pozorovat vyrazny ubytek na signélu tohoto piku. Je tedy mozné konstatovat, Ze se bude jednat
pravé primarn¢ o signal zplsobeny absorpci v polysacharidickych jednotkach
a aminokyselinach, které jsou pfi inkubaci v pid¢ postupné degradovany a spotiebovavany.
Intenzita tohoto piku vS§ak zcela nevymizela ani po uplynuti 6 mésict, ptestoze se jedna o labilni
hydrolyzovatelnou ¢ast vzorku. Muzeme tedy ptredpokladat, ze Cast této polysacharidické
frakce se v plid¢ stabilizovala a jiz dale nepodléhala degradacnim reakcim.

Za zminku stoji v neposledni fadé rovnéz oblast v rozmezi vinoétd 900750 cm™!, ve které je
mozné dle nékterych autorti zabyvajicich se analyzou latek obsazenych v zeleném Ccaji
identifikovat pasy odpovidajici deformacnim vé&jifovym vibracim aromatickych OH- skupin
obsazenych v katechinech. Tyto méné vyrazné piky byly pozorovatelné u ptivodniho vzorku
zeleného ¢aje, a to v oblastech 900, 879, 840 a 775 cm™!. U inkubovanych vzorki tyto piky
detekovany nebyly, kromé oblasti odpovidajici ~ 840 cm™. Tento pik vSak dle dostupné
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literatury nemusi souviset jen s deformacni vibraci v OH— vazbach, ale také s deformaci CH—
vazeb v aromatickych strukturach.

Obecn¢ miizeme na zakladé vySe uvedenych poznatkl fict, ze celkové je FTIR spektrum
puvodniho vzorku zeleného caje bohaté na polyfenolické latky, karboxylové kyseliny,
polysacharidy, aminokyseliny a bilkoviny, pficemz piky odpovidajici t€émto funkcnim
skupinam postupné s dobou inkubace vzorkl v ptidé ztraci na intenzité za soucasného nariistu
signalu odpovidajicimu aromatickym strukturam. Nejvyznamnéj$i rozdil mezi jednotlivymi
FT-IR spektry predstavoval ubytek intenzity pasu odpovidajicimu valen¢ni symetrické vibraci
v polysacharidech.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studovat rozklad organického materiadlu v ptidnim prostredi
a charakterizovat zmény v jeho slozeni za pomoci vybranych termalnich a spektrometrickych
metod. Za ucelem studia degradace organického materidlu byla na zékladé provedenych
literarnich reSerSi zvolena tzv. fea bag metoda, kde slouzi jako studovany degradovany
organicky materidl zeleny cCaj, ¢imz je zajiSténa reprodukovatelnost méfeni a moznost
relevantniho srovnavani vysledktl ziskanych béhem riznych experimentll na rtznorodych
stanovistich a za riznych podminek. Fyzikalné-chemické charakterizaci byl podroben rovnéz
vzorek pudy, ve které probihaly experimenty s dekompozici organického materidlu.
Dekompozice organického materialu je totiz proces uzce zavisly na podminkach v okolnim
prostfedi — a to jak na klimatickych faktorech, tak i na jeho chemickém sloZeni, protoze zasadni
vliv na rychlost a priitbéh dekompozice ma rovnéz obsah dusiku.

Bylo zjisténo, Ze padni vzorek obsahoval v pfepoc¢tu na susinu celkem 1,13 hm. % HL, pficemz
nejvyssi podil tvotily HK a HU, zatimco FK byly zastoupeny pouze v minoritnim mnoZzstvi,
coz jsou hodnoty korespondujici s vysledky izolaci HL z terestridlnich matric. Z ptudy
izolované HK a FK pak vykazovaly vysokou Cistotu, v ptipad¢ vzorku FK se jednalo o obsah
popela necelych 6 hm. %, zatimco vzorek HK obsahoval diky zvolenym purifika¢nim krokim
pouze 1 hm. % anorganickych piimési. Cistota izolovanych HK a FK byla mimo jiné potvrzena
i pfi vyhodnocovani FT-IR spekter, kdy nebyly lokalizovany zadné absorp¢ni pasy, které by
mohly odpovidat nezaddoucim slozkdm a kontaminantim. Pomoci elementarni
a termogravimetrické analyzy byl potvrzen kyselejsi charakter FK a po vyhodnoceni UV-Vis
spekter bylo rovnéz potvrzeno, ze vzorek FK je tvofen prevazné alifatickymi fragmenty o nizsi
molekulové hmotnosti, zatimco vzorek HK se skladd spiSe z aromatickych struktur. Oproti
tomu vzorky pudy a izolovaného HU byly charakteristické vysokym obsahem popela a s tim
souvisejici silnou mineralizaci, pfitomnost anorganickych slozek ve studovanych vzorcich byla
rovnéz potvrzena ve FT-IR spektrech, a to zejména v oblasti vlno¢ti kolem 780 cm™!, 694 cm™
1,525 cm™ a 467 cm™!, coz odpovida ostrym absorpénim pastim sv&d¢icich o pfitomnosti Si—
O-Si a Si—O—Al vazeb v hlinitokiemicitanech.

Zmény ve slozeni béhem prubéhu degradace organického materidlu zeleného caje byly
sledovany za pomoci metod TG, EA, UV/Vis spektroskopie za pouziti metody Foulin-
Ciocaulteova ¢inidla a FT-IR spektroskopie. Pomoci UV/Vis spektroskopie byl stanovovan
celkovy obsah vodou extrahovatelnych polyfenolickych latek v jednotlivych vzorcich. Bylo
zjisténo, ze k nejvyssimu ubytku polyfenolti ve vzorcich doslo pfi inkubaci v ptidé po dobu
tiech tydni. Po uplynuti této doby jiz nedochazelo k tak velkym tbytktim na koncentraci téchto
latek, zaroven vSak nedoslo ani k iplnému poklesu na koncentraci, z ¢ehoz je mozné si vyvodit
zavéer, ze ur€itd minoritni ¢ast polyfenolickych latek se v puidé nejspiSe stabilizovala. Tento
predpoklad je v dobrém souladu s obecné ptijimanou definici humifikace, a to ze nikdy nedojde
k degradaci veskerého mnozstvi vstupniho materialu, ale Ze urcité procento se stabilizuje a jiz
dale nepodléhd zadnym degradacnim reakcim. Tyto vysledky jsou rovnéz v dobré shodé se
zavery ziskanymi pomoci TG. Na ziskanych termogravimetrickych kiivkach byla velmi dobie
viditelna zména intenzity a tvaru pika pfislusicich jednotlivym slozkdm a zéroven posun hodnot
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maxim téchto piki souvisejicich s termélni degradaci pfislusnych organickych slozek materidlu
(ptivodniho a inkubovaného) zeleného ¢aje. Velmi vyraznd zména byla také pozorovana na FT-
IR spektrech, kde spektrim ptivodniho vzorku organického materidlu ¢aje dominovaly piky
pfislusejici funkénim skupinam vyskytujicim se v polysacharidech, polyfenolickych latkach,
aminokyselinach a bilkovinéach, které se zvySujici se dobou inkubace vzorkl v ptidé ztracely
postupné na intenzit€¢ za soucasného nartstu pikti svédéicich o ptitomnosti aromatickych
struktur.

Je mozné konstatovat, ze v této diplomové praci zvolend metoda studia dekompozice
organického materidlu v pidé poskytuje relevantni informace o prubéhu probihajicich
rozkladnych procesii a nabizi se diky své univerzalnosti, reprodukovatelnosti a dostupnosti jako
vhodna mozZnost charakterizace procest probihajicich v pide.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam pouzitych zkratek

DLD
EA
ECGC
FK
FT-IR
HK
HL
HS
HU
TG
UV-Vis

dynamic light scattering

elementérni analyza

epigallokatechin gallat

fulvinova kyselina

infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
huminova kyselina

huminova latka

humic substance

humin

termogravimetrické analyza

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zateni
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Seznam pouzitych symbola

At. %
E2/E4
E4/Es
Eg1/EB.

HM. %

elementérni slozeni v atomovych procentech

pomgér absorbanci pti vinovych délkach 265 a 465 nm
pom¢ér absorbanci pti vinovych délkach 465 a 665 nm
pomér absorbanci pti vinovych délkach 253 a 220 nm

elementarni slozeni v hmotnostnich procentech
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PRILOHY

Priloha 1 - Ukdzka ulozZeni ¢ajovych pytlikii do pudniho prostredi
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