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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem metod pro posouzeni vlivu biouhlu a hnojiva NPK
na aktivitu mikroorganismti v pad¢ prostiednictvim méfeni padni respirace. Teoretickd Cast
formuluje charakteristiku pady, vlastnosti a proces vyroby biouhlu. Dale je literarni reserse
zaméfena na definovani a optimalizaci riznych metodik vyuzitelnych k méfeni pidni respirace.
Experimentalni c¢ast popisuje nejdiive zvolené fyzikalné-chemické charakteristiky ptdy
a biouhlu (pH, konduktivita vyluhu, kapacita zadrzovani vody). Pomoci termogravimetrie
a elementarni analyzy bylo nasledné pro vzorky ptid a biouhlu naméfeno mnozstvi organického,
anorganického podilu a sloZzeni organickych prvka (C, H, O, a N). Z provedené literarni reSerse
byl zvolen dynamicky inkubac¢ni systém pro posouzeni vlivu aplikace biouhlu na miru aktivity
pudnich mikroorganismi prostfednictvim méteni piidni respirace. Vznikajici oxid uhlicity se
béhem inkubace sorboval do hydroxidu sodného a nasledné se jeho mnozstvi stanovilo pomoci
titraéni a konduktometrické metody. Namétené vysledky obou metod navzijem korelovaly
a ob¢ tyto metody jsou tedy vhodné ke stanoveni miry ptidni respirace. Z experimentalnich dat
vyplyva, Ze biouhel mé pozitivni Gi€inky na rychlost produkce oxidu uhli¢itého ptidni respiraci.
Kombinaci biouhlu a hnojiva NPK nedoSlo k vyraznému navySeni uc€innosti biouhlu.
S ohledem na ziskané vysledky lze vsak usoudit, ze biouhel, jakozto pidni kondicionér
v zeméd¢lstvi, ma velky potencial podpofit celkovou miru pidni respirace.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This masters thesis is focused on the investigation of methods for evaluating the effect
of biochar and NPK fertilizer on the activity of soil microorganisms by measuring soil
respiration. The theoretical part describes the characteristics of soil, the properties of biochar
and its production process. Furthermore, the literature research was focused on the definition
and optimization of the various methodologies that can be used to measure soil respiration.
The experimental part describes selected physicochemical characteristics of soil and biochar
(pH, conductivity, water retention capacity). Thermogravimetric analysis and elemental
analysis were used for measuring of the amount of organic and inorganic content
and the composition of organic elements (C, H, O and N) in the soil and biochar samples. From
the literature research, a dynamic incubation system was chosen for monitoring of the influence
of biochar application on the microbial activity of soil microorganisms through
the measurement of soil respiration. The produced carbon dioxide was sorbed into sodium
hydroxide solution during the incubation and the released amount was determined by titration
and conductometric method. The measured results of both methods correlated with each other,
and both of these methods are suitable for determining the rate of soil respiration. Experimental
data showed that biochar had positive effects on the rate of carbon dioxide production by soil
respiration. The combined application of biochar and NPK fertilizer did not significantly
increase the efficiency of biochar. In summary, biochar as a soil conditioner in agriculture has
great potential to act and to support the level of soil respiration.
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1 UVOD

V dnesni dobé je problém s emisi sklenikovych plyni stale Castéji diskutované téma, a tak je
potieba zamyslet se nad zmirnéni dopadii globalniho oteplovani a environmentalnich problému
S nim souvisejicich. Vyznamnou roli zde hraje ptadni respirace a celkovy pfistup k hospodateni
s pudou.

Oxid uhlicity jakozto produkt ptidniho dychani je jednim ze sklenikovych plyni emitovanych
z pudy. Sklenikové plyny adsorbuji zateni vyzafované ze Zeme do Vesmiru, ¢imz Zemi ohiivaji
v efektu bézné nazyvaném ,sklenikovy efekt“. Tento proces sice pomaha udrzovat klima
planety na vhodné teploté, ale pokud je koncentrace sklenikovych plyni v atmosféte prilis
vysoka, ma tento proces za nasledek zvySovani primérné globalni teploty a zmény klimatu [1].
Spalovani fosilnich paliv, obdélavani pudy a dalsi lidské cinnosti zménily pfirozenou
rovnovahu tak, Ze nyni kazdy rok uvoliiujeme do atmosféry vétsi mnozstvi uhliku a dusiku.
Pida je dulezity prostiedek pro zmirnéni zmén klimatu a vzniku sklenikovych plynd.
Mikroorganismy v padé spotiebovavaji organickou hmotu a svym dychanim uvoliuji oxid
uhli¢ity do atmosféry. Aktivni mikroorganismy fidi biogeochemické procesy a jejich fungovani
piispiva k celkové mikrobialni aktivité. Spravna mikrobialni ¢innost tedy ptispiva k vyssi
urodnosti pudy, cyklizaci Zivin a zaroven hraje jedine¢nou roli pti detoxikaci znecisténého
pudniho prostiedi [2].

Jednim z moznych zplsobt feSeni problematiky zmirnéni emise oxidu uhli¢itého do atmosféry
je sekvestrace uhliku pidou. Sekvestrace pidniho uhliku je pfenos atmosférického oxidu
uhli¢itého do pudy prostiednictvim rostlin, ¢imz dochazi ke zmirnéni zmén klimatu. Aplikace
biouhlu do ptudy nabizi moznost zvysit obsah organické hmoty v pidé a ma tudiz schopnost
snizit emise sklenikovych plyni. Zaroven je diky jeho dlouhodobé stabilit¢ vhodnym
prosttedkem  k sekvestraci uhliku a jeho vysokd porovitost poskytuje utociste
pro mikroorganismy [3]. Pudni dychani je uvolfiovani oxidu uhli¢itého ze vSech Zzivych
organismil v pidé véetné bakterii, hub, protistil, zizal, kofenli rostlin atd. Méteni ptidniho
dychani lze pouzit k posouzeni zdravotniho stavu pidy, pfi¢emz vyssi frekvence dychani
ukazuje na aktivngjsi, a tedy zdravéj$i mikrobialni komunitu. Rychlost dychani muze byt
ovlivnéna také kvalitou substratu, ktery ptidni mikroby spotifebovavaji [4].

Klesajici kvalita ptidy a ztrata rozlohy pidy na obyvatele si vyzadaly zvySeni pouZzivani
anorganickych hnojiv. Pouziti chemickych nebo anorganickych hnojiv pro zlepSeni
zemé&délského vynosu a urodnosti pidy vSak neni udrzitelnym piistupem. Nadmérné pouzivani
anorganickych hnojiv, zejména dusiku, zptisobuje nitrifikaci pidniho prostiedi a mize také vést
k mineralizaci organické hmoty [5]. Proto je dulezité obnovit kontaminovana mista pouzivanim
organickych hnojiv a jinych pidnich pomocnych latek. Pouziti biouhlu se stalo zcela novym
ptistupem ke zvySeni zeméd€lského vynosu, urodnosti rostlin, kvality a zdravi pudy. Jeho
aplikace mé tedy velky potencidl S pozitivnimi pfinosy pro Zivotni prostfedi i zemé&délstvi
Vv delsim ¢asovém horizontu [6].



Jelikoz jsou rostliny vyzivovany z organické hmoty a minerdlli nachédzejicich se v pide, je
zdravi ptdy zakladem energického a udrzitelného potravinového systému. Vzhledem k tomu,
je inhibovéna. Nejrozsifenégj$im feSenim tohoto vycerpani je aplikace pidnich kondicionéri
na organické bazi nebo jinych piadnich dopliikii (napf. biouhel). Biouhel, pevny material
ziskany karbonizaci biomasy pyrolyzou, je potencidlnim prosttedkem pro upravu pudy
a sekvestraci uhliku [7].

Vyuziti biouhlu v zemédé€lstvi miize byt mimotadné uzitecné pro zlepseni pidniho organického
uhliku, kapacity zadrzovani vody, stimulace ptidnich mikrobt, aktivitu mikroorganismi v padé
aobsahu biomasy, sniZzeni potifeby a vyplavovani hnojiv, dostupnosti a retence zivin,
provzdusnéni pudy, zlepSeni ristu a vynosu plodin [8].

Pozitivni vliv biouhlu na rust rostlin a kvalitu ptidy naznacuje, ze pouzivani biouhlu je dobry
zpisob, jak prekonat nedostatek zivin v ptid€ a podpoftit mikrobidlni procesy probihajici v pudé.
Proto je tato diplomova prace vénovana zpuisobum a metodam, jak méfit miru pidni respirace
s pridavkem biouhlu, a rovnéz hnojiva NPK (mineralni hnojivo s vysokym obsahem dusiku —
N, fosforu — P a drasliku — K).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Pida

Pida je komplexni vicefazovy systém tvoieny pevnou, kapalnou a plynnou slozkou. Pevné
Castice o velikosti pisku, bahna a jilu jsou obvykle spojeny dohromady jako strukturni jednotky
nazyvané agregaty. Jednotlivy piidni agregat 1ze definovat jako ptirozené se vyskytujici shluk
nebo skupinu pidnich Castic, ve kterych jsou sily drzici ¢astice pohromad¢ mnohem silné;si
nez sily mezi sousednimi agregaty. Distribuce velikosti agregatl, jejich stabilita, mnozstvi
a rozlozeni velikosti porového prostoru mezi agregaty charakterizuji strukturu pudy. Hlavnim
faktorem pro produktivitu rostlin je vhodny pomér mezi pevnou, kapalnou a plynnou fazi [9].

V soucasné dobé je puda lidskou spolecnosti vyuzivana ve velkém méfitku zejména
pro produkci plodin, a proto je dalezité dbat na jeji kvalitu, aby nedochazelo ke kontaminaci
podzemnich vod, erozi a dezertifikaci, sniZovani schopnosti zadrzovat vodu a znehodnocovani
pudy riznymi Skidci. Tyto negativni vlivy mohou ve vysledku vést ke snizeni celkové
urodnosti pudy. Kvalitu pidy 1ze definovat jako schopnost piidy fungovat jako zivotné dilezity
systém v rdmci ekosystémovych hranic, udrzovat zdravi a produktivitu rostlin a rovnéz
zlepSovat kvalitu ovzdusi, vodniho prostiedi a tim podporovat lidské zdravi [10].

Jednim z hlavnich indikétorti kvality plidy jsou ptidni mikroorganismy, které vykazuji velmi
odli$né formy Zivota od autotrofnich, litotrofnich aZ po heterotrofni, pti¢emz heterotrofni forma
Zivota pfeménuje nejveétsi mnozstvi uhliku v pidé. Mikroorganismy maji klicové funkce
pii rozkladu organické hmoty, kolobéhu Zivin a udrzovani struktury ptady, rovnéz slouzi jako
potrava mnoha dal§im pidnim organismiim a tvofi nejvétsi ¢ast celkové biomasy v pudée [11].

2.1.1 Pudni organicka hmota

Pidni organicka hmota predstavuje nepostradatelnou soucast pidy a je tvofena nezivou a zivou
Casti. Zivou &ast organického podilu pidy tvoii kofeny rostlin a edafon (mikroedafon,
mesoedafon a makroedafon), zatimco mezi nezivou slozku patii primarni organicka hmota
a humusové latky. Obé tyto ptdni ¢asti ovliviiuji biologii piidy, mineralizac¢ni a imobiliza¢ni
proces, azaroven se navzajem podmifiuji a podili na transformaci organickych latek
Vv padé [12].

Pidni organicka hmota hraje vyznamnou roli zejména pii tvorb¢ a stabilizaci piidnich agregat
a zaroven poskytuje zna¢né mnozstvi rostlinnych Zivin, chrani kvalitu vody a ovzdusi tim, Ze
snizuje erozi pudy a sekvestruje sklenikové plyny. Organicka ¢ast plidy obsahuje zakladni
prvky jako dusik, fosfor a siru, které pozitivné pasobi jak na urodnost pudy, tak i na rist
rostlin [13]. Zaroven je vsak tvofena predevsim z organického uhliku, ktery pochazi
z odumfelych rostlinnych zbytkli, nebo se nachdzi v pidnich mikroorganismech a fauné.
Rostlinné zbytky jsou rozkladany témito mikroorganismy a zna¢na ¢ast organického uhliku se
uvolnuje do atmosféry ve forme¢ oxidu uhli¢itého. Pidni organicka hmota je slozkou biosféry,
ktera jednak usnadnuje rust a produkci zemédélskych plodin a jiné bioty, a také podporuje
aktivitu ptdnich mikroorganismi a fauny. Produktivita rostlin je pfimo spojena s obsahem
pudni organické hmoty v piid¢ a kolobéhem zivin mikrobialni aktivitou [14].
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2.1.2 Pudni biodiverzita

Ziva puda je pro ¢lovéka zivotnd dilezita, jelikoz biologicka rozmanitost pidy spolu s funkci
pudnich organismi poskytuje nejen kontrolu nad nemocemi, ale také ovliviiuje mnozstvi
a kvalitu potravy, kterou pfijimame, vzduch, ktery dychame a vodu, kterou pijeme [15].
Biologicka rozmanitost pudy je vyznamna pro celou funkci ekosystému. Odhaduje se, Ze
zhruba 1 g pudy obsahuje az 1 miliardu bakterialnich bunék sestavajicich se z desitek tisic
taxonid a Sirokého spektra hub, roztoct a ¢lenovcet [16]. Tato zna¢na rozmanitost piispiva
k celkové biomase a je Gizce spojena s nadzemni biodiverzitou. Snizena biologicka rozmanitost
v pudach mize vyrazné narusit celkovou funkci ekosystému, jako naptiklad ziskavani zivin
rostlinami a cyklovani zdrojii mezi nadzemnimi a podzemnimi ¢astmi pady [17].

Diverzita plidnich organismi je regulovana hierarchii abiotickych a biotickych faktort.
Hlavnimi abiotickymi faktory jsou klima, zahrnujici teplotu a vlhkost, texturu a strukturu pidy,
salinitu a pH. Celkov¢ klima ovliviiuje fyziologii pidnich organismu tak, Ze jejich aktivita a rist
se zvySuje pii vysSich teplotach a vlhkosti pudy. Textura a struktura pidy také radikalné
ovliviiyje aktivitu pidni bioty. Napftiklad hlinité a jilovité piidy podporuji mikrobidlni aktivitu
a aktivitu padnich zivoCichl (napf. zizal), zatimco pis¢ité pudy s niz§im potencialem
zadrzovani vody jsou méné ptiznivé na aktivitu pudnich mikroorganismu [18]. Salinita pudy
muze zpusobit silny stres pro pidni organismy, coz vede k jejich rychlému vysychani. Citlivost
vuci salinité se vSak u jednotlivych druht 1isi a jeji zvySena hodnota mize mit rovnéz pozitivni
ucinky, jelikoz dokaZze zpftistupnit vice organick¢ hmoty. Podobné¢ mohou zmény pH pidy
ovlivnit metabolismus ptidnich druhti ovlivnénim aktivity enzymi, coz méa dopad na dostupnost
Zivin pidnim organismim [19].

2.1.3 Pidni respirace

Pudni dychani (respirace) je komplikovany proces, ktery ovliviiuji zejména biologické
a abiotické aspekty. Pidni autotrofni dychani bezprosttedné zavisi na fotosyntéze a mnozstvi
organickych slou¢enin v pid¢. Heterotrofni dychani ma vliv na chemické slozeni substratu
a na strukturu ptidniho biologického spolecenstva. Obrazek 1 uvadi hlavni biotické a abiotické
faktory, které ovliviuji dychani pady [20]. Mezi abiotické procesy patii adsorpce CO2 na ptdni
mineraly a rozpousténi CO2 v plidnim roztoku. Ve vétsiné ekosystému je povazovan tento
ptispévek na celkovy tok CO2 v pudé jako méné vyznamny v porovnani s biotickymi procesy
[21].
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Obrazek 1: Faktory ovliviiujici uvoliiovani CO; z pudy [20]

Pidni respirace je vzajemné propojena s nadzemni procesy, kdy fotosyntéza dodava uhlikovy
substrat pro rast kofenl a jestlize se snizi mnozstvi substratu, snizi se i mira piidniho
dychani [20].

2.1.4 Sklenikové plyny

Sklenikové plyny jsou tvofeny prevazné oxidem uhli¢itym, metanem a oxidem dusnym. Jejich
zvysSeny obsah v atmosféfe vyznamné ptispiva ke zvySeni teploty a globalnimu oteplovani.
Rychle rostouci koncentrace CO2 na celém svété také vede ke vzniku nepravidelného klimatu
a zvySovani hladiny mofi [22].

Oxid uhlicity je dulezity sklenikovy plyn, ktery tvoii zhruba 60 % celkového sklenikového
efektu. Pida je hlavnim zdrojem atmosférického CO.. V piipad¢ rostoucich hrozeb globalniho
oteplovani v duasledku emisi sklenikovych plynt mé zasadni vyznam snizeni emisi CO3
sekvestraci uhliku v pidé. Pti sekvestraci uhliku hraji ddleZitou roli zejména hospodateni
s piidou, jako je zvySeni obsahu organického uhliku v piidé, omezeni zpracovani pidy, hnojeni,
mikroagregace a zlepseni biologické rozmanitosti pudy [23].

Oxid uhli¢ity se z pidy uvoliiuje ptidnim dychanim, které zahrnuje tii biologické procesy, a to
mikrobidlni dychani, kofenové dychani a faundlni dychani predev§im na povrchu ptidy nebo
v tenké horni vrstvé, kde se koncentruje vétSina rostlinnych zbytkli. Déle pak pomoci
nebiologického procesu zvany oxidace, kterd mulze nastat pii vySSich teplotdch. Procesy
ovliviiujici dynamiku ptidniho uhliku ukazuje Obrazek 2. Na rozkladu organickych latek
za vzniku CO; se pudni mikroflora podili z 99 %, pti¢emz podil ptidni fauny je podstatné mensi.
Kotenové dychani se podili z 50 % na celkovém dychani pudy [23].
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Obrazek 2: Procesy ovliviiujici dynamiku ptidniho uhliku. M = methanogeneze;
O = oxidace [23]

Metan je zodpovédny za asi 15 % zvyseného sklenikového efektu, kdy nejvetsi vliv na emise
metanu z pid ma jednoznaéné teplota [24]. Dal§im duilezitym aspektem je pidni vlhkost, ktera
ovliviiuje vyménu metanu i kysliku mezi pidou a atmosférou a tim tidi oxidaci metanu. Pidni
vlhkost také ovliviluje aktivita metanogenti a metanotrofii ovlivnénim pH piidy a redoxniho
potencialu pidy zménou pudnich anaerobnich podminek [25]. Metan vznika v piadé
pfi mikrobidlnim rozkladu organické hmoty za anaerobnich podminek. VyS$§i obsah
organického uhliku a pouzivani organickych hnojiv zvySuje emise metanu [26].

Z organickych i anorganickych hnojiv pfijiméa ptida mimo jiné velké mnoZzstvi dusiku, coZ vede
ke zméné celkového mnozstvi dusiku v ptdé, které uklad4d. Dochazi tak k vyslednému
uvolnovani dusikatych sloucenin do atmosféry ve formé sklenikového plynu (oxidu dusného)
a do podzemnich a povrchovych vod ve formé¢ dusi¢nanti. ZvySeni mnozstvi dusiku v padé
zvySuje zasobu uhliku, coz zplsobuje podporu ristu rostlin. Dilezitou roli pro pokrok
v zeméd¢lstvi hraje ptidavek materidlli bohatych na uhlik, jako jsou primyslové vedlejsi
produkty, hntij, ale i biouhel, jelikoz mohou vyrazné podpofit sekvestraci uhliku v padé [27].
Emise N2O se vyrazné zvySuji se zvysujici se teplotou, coz je pfi¢itano narstu anaerobniho
objemového podilu, zpusobeného zvySenym respiraénim nedostatkem kysliku. Zvétseni
prostoru pord naplnénych vodou ma také za nésledek zvySeni anaerobniho objemu; coz opét
vede K nartstu emise N2O [28].
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2.2 Biouhel

Biouhel vznika pti ¢astecné nebo Uplné neptitomnosti kysliku tepelnym rozkladem biomasy
(pyrolyzou), kdy se soucasné vytvari také hotlavé plyny (hlavné Hz, CO, CHa4), t€kavé oleje,
CO: a dehtové pary. Charakteristickym znakem biouhlu je to, Ze obsahuje pievazné stabilni
aromatické formy organického uhliku [29].

2.2.1 Charakteristika

Biouhel je ¢erny, vysoce porézni, pevny produkt bohaty na uhlik, ktery se vyrabi pyrolyzou
rizného druhu biomasy [29]. Biouhel obsahuje biomasu ve stabilizované formé, pro kterou
muze puda poskytnout ulozist¢ ve velmi velkém méfitku. S pozadovanymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi by tyto formy uhliku mohly stile nabizet potencidlni hodnotu
pro produktivitu plodin prostfednictvim dynamickych nebo reverzibilnich interakci s zZivinami
a pudnimi mineralnimi ¢asticemi. Jakékoli zlepSeni produktivity stavajici zemédélské pidy ma
potencial zmirnit tlak na biologicky rozmanité a ¢asto na uhlik bohaté pfirodni ekosystémy.
Pravé v tomto kontextu se biouhel jevi jako vhodny material pro zmirfiovani zmény klimatu
a produkci potravin v celosvétovém méfitku [30].

2.2.2 Fyzikalni vlastnosti

Povrch biouhlu

Jednim z dillezitych fyzikalnich vlastnosti biouhlu je jeho povrch, ktery hraje vyznamnou
roli pti jeho interakci s piidnim prostfedim. Cim vétsi povrch biouhlu, tim vice chemickych
interakci muze probihat [31]. Béhem zpracovani biouhlu dochdzi k tbytku a smrsténi
organického materialu, a proto technologie pyrolyzy a vstupni suroviny ovliviiuji findlni
velikost ¢astic stejné jako povrch biouhlu. Jestlize jsou vstupni suroviny na bazi dfeva, vznika
biouhel hrubsi struktury, zatimco pokud je vstupni material ze zbytka plodin, jako napiiklad
kukufice nebo zito, vznika biouhel jemné&jsi struktury [32]. Obecné se povrch biouhlu zvétsuje
se zvysujici se teplotou pyrolyzy [33].

Poérovitost biouhlu

Dalsim duilezitym aspektem je velikost pord biouhlu, ktera zavisi na druhu vstupniho materialu
pii pyrolyze, a ktera muize pifimo ovlivnit redoxni prostiedi pldnich mikroorganismda.
Mikropory, definované jako pdry s primérem <30 um, slouzi jako kapilarni prostory,
prostiednictvim kterych dokéze biouhel zadrzovat vodu. Biouhel také obsahuje makropory
(pramér >75 um), které mohou slouzit jako kanaly pro vymeénu plyni, ¢imZ ovliviiuji redoxni
prostiedi pro pidni biotu. Porézni struktura a rovnéz hydrofobni povaha biouhlu slouzi k sorpci
hydrofobnich organickych sloucenin. Aplikace dal$iho zdroje uhliku do pidy mize snizit
rozpustné nebo volné fenolické slouceniny [34]. Na velikost pord ma vliv teplota pyrolyzy, kdy
zvySena teplota urychluje degradaci nestabilnich slozek v biomase, jako je Skrob, hemiceluloza
a lignin, které¢ maji tendenci se rozkladat na t€kavé slouceniny, coz mize byt kyselina octova,
dehet, methanol, CO., CO a Hy, kdy se vytvaii porézngéjsi struktura a nova aktivni mista. Navic
dochazi ke kondenzaci grafenové vrstvy distribuované na biouhlu, coz vede ke vzniku
mikrokrystalickych struktur [35].
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Hustota biouhlu

Lze studovat dva typy hustoty biouhli, a to hustotu pevnych ¢astic a objemovou hustotu.
Hustota pevnych ¢astic je hustota na molekuldrni Grovni, kterd zahrnuje pouze objem obsazeny
pevnymi molekulami, zatimco objemova hustota zahrnuje strukturni objem a objem pérového
prostoru. Hustota ¢astic biouhlu je obvykle mezi 1,5-1,7 g/cm?® a obecné se zvysuje s teplotou
pyrolyzy [36]. Hustota vstupni suroviny ma velky vliv na vyslednou hustotu biouhlu, jelikoz
¢im vyssi je hustota vychoziho materidlu, tim vyssi je hustota biouhlu po pyrolyze. Zvyseni
hustoty je spojeno se zvySenim obsahu ligninu, coz znamena vyssi vytézek biouhlu. Lignin je
bohaty na uhlik, a proto podporuje konverzi [37].

2.2.3 Chemické vlastnosti

Elementarni slozeni biouhlu vyznamné zavisi na chemické struktutfe biouhlu, s ¢imz souvisi
zejména technologie pfipravy. Hlavnimi slozkami biouhlu jsou C, H, O a N, kdy obsah C je
vyssi nez 60 %. Mezi dalsi slozky patii P, Ca, Mg, K, S, Si, Fe a stopové prvky jako Mn, Zn
a Cu. S rostouct teplotou pyrolyzy se zvySuje obsah uhliku a snizuje se obsah vodiku a kysliku.
Formu uhliku v biouhlu lze rozdélit na anorganicky uhlik (uhli¢itan, hydrogenuhli¢itany)
a organicky uhlik (alifaticky uhlik, aromaticky uhlik). Anorganicky uhlik v surovinach se
béhem pyrolyzy pfeménuje z uhlic¢itanovych slouc¢enin na hydrogenuhli¢itan nebo je emitovan
ve formé& CO; [38].

Kyslik v biouhlu zahrnuje pfedevsim oxidy kovii, hydroxidy, iontové skupiny (uhli¢itany,
sirany) a hydroxylové, karboxylové, karbonylové a esterové funkéni skupiny. Druh funkéni
skupiny na povrchu biouhlu ovliviiuje jeho chemické vlastnosti jako jsou povrchové elektrické
vlastnosti nebo kationtové vyménna kapacita. Funkéni skupiny ¢ini povrch biouhlu hydrofilnim
nebo hydrofobnim, a tedy urcuji funkce biouhlu v pide€. Povrchové funkéni skupiny biouhlu se
meéni s teplotou pyrolyzy, kdy pii nizSich teplotach dochazi k vyrazné redukci povrchovych
funk¢nich skupin biouhlu, protoze esterifikace a dekarboxylace snizuji obsah karboxylt, obsah
hydroxyld se vSak zvySuje. Pii vysokych teplotach se aromaticka struktura postupné zvySuje
a alkoholova skupina se pfeménuje na fenolické hydroxylové skupiny, ¢imz se zvySuje celkovy
obsah povrchovych funkénich skupin [38]. Mezi dalsi funkéni skupiny nachazejici se v biouhlu
patii epoxylové, etherové, sulfonové, alifatické, fenolické a aromatické skupiny, kdy vyssi
obsah karboxylovych a fenolickych skupin zptsobuje vyssi kapacitu vymény kationtti, a tak
predstavuje vy$$i moznost adsorbovat ziviny [39].

2.24 Pyrolyza

Pyrolyza je termin pouZzivany pro tepelnou depolymerizaci organické hmoty v nepfitomnosti
kysliku. Je to endotermicka reakce, pii které rychlé zahfivani biomasy v inertni atmosféfe vede
k produkci organické pary sloZzené z fragmentl celuldzy, hemicelulézy a polymert ligninu,
které se nachéazeji v biomase. Tyto pary mohou byt kondenzovany za vzniku volné proudici
organické kapaliny, béZzné¢ znamé jako bioolej. Nekondenzovatelné plyny opoustéji reakéni
systém a mohou byt pouzity k poskytnuti tepla pro pyrolyzu. Zbyvajici material bohaty na uhlik
je pravé biouhel [40].
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Vyroba biouhlu je rovné€z spojend s vyuzitim pramyslovych vedlejSich produkti jako vstupnich
surovin. Vyrobni proces ¢asto odrazi rovnéz vyrobu dievéného uhli, avsak lisi se skutecnosti,
ze zéamérem vyroby biouhlu je zejména jeho aplikace do plidy jako prostiedek zlepSeni
produktivity pady, ukladani uhliku nebo filtrace prosakujici padni vody [41]. Casto vyuzivané
zemé&délské odpady jsou napiiklad skofapky ofechil, meruiikové a tfeSiiové pecky, bagasa, dien
z kokosovych ofechtl, nat’ ¢esneku, zbytky z hroznii, jutové tyCinky, olivovy odpad, nat’ pepie
nebo ¢ajovy odpad. Pro pyrolyzu se vSak také pouzivaji rizné druhy biomasy na bazi dieva,
lignoceluldzova biomasa, drubezi podestylka, tuhy komunalni odpad nebo odpadni kaly [40].

Rychla pyrolyza

Rychlé pyrolyza je nepfetrzity proces, o ktery roste zéjem zejména kvuli vysokym vytézkiim
biooleje, jenz lze nasledné pouzit na vyrobu kapalného paliva. Ugelem rychlé pyrolyzy je
zabranit vzniku produktii pyrolyzy na nekondenzovatelné slouc¢eniny. Primarnim pozadavkem
rychlé pyrolyzy jsou vysoké rychlosti pfenosu tepla, kterych 1ze dosdhnout jemnym rozemletim
vstupni biomasy. Nastiik se zahfiva na vysoké teploty, obvykle 450-600 °C po kratkou dobu
zdrzeni, typicky méné nez 2 sekundy. Pti vysokych teplotach je dostatek energie pro rychlé
Stépeni glykosidickych vazeb a odparovani produktd, coz vede k piiznivé tvorbé plynnych
produkt. Vzhledem k tomu, ze reakce probihd velmi kratkou dobu, hraje klicovou roli
pfiurCovani chemie produktu nejen chemickd kinetika, ale také rychlost pienosu tepla
a hmoty [40].

Pomala pyrolyza

Pomala pyrolyza je vsadkovy proces, ktery se provadi pfi teplotach 300—750 °C a pomalych
rychlostech ohfevu pii dlouhé dobé zdrZeni (hodiny az dny). Tento proces je vétSinou vyuzivan
pro vyrobu pevného produktu (dfevéné uhli, biouhel), 1ze vsak touto operaci vyrabét i produkty
kapalné (bioolej). Karbonizace je pomala pyrolyza biomasy bez kondenzace produktl
pyrolyzy. Jde o nejstarsi techniku upravy biomasy pro vyrobu dievéného uhli a provadi se tam,
kde je poZadovanym produktem biouhel. Pary pfi této operaci obvykle nekondenzuji, ale 1ze je
vyuzit k poskytnuti tepla pro provoz pfimym nebo nepfimym ohfevem [41].

2.2.5 Aplikace biouhlu

Mezi hlavni ¢tyfi environmentalni vyhody pfi pouziti biouhlu patii vylepSeni vlastnosti ptd,
nakladani s odpady, zmirfiovani zmén klimatu a vyroba energie. Aplikaci biouhlu do pudy lze
snizit emise sklenikovych plynli, obnovit trodnost pldy, zménit jeji fyzikdlni vlastnosti
(napf. pH, strukturu porii, obsah mineralni hmoty), minimalizovat klimatické zmény, zvysSit
vynos plodin a rovnéz snizit emise dusiku. Biouhel také miize zmirnit salinitu zeméd¢élskych
pud, zvysit celkové mnozstvi uhliku v organické hmoté¢ a diky zadrzovani zivin mineralnich
iontl ovliviiuje povrchovy naboj pidy. Biouhel zlepSuje sorpéni kapacitu polyaromatickych
uhlovodikii, pesticidi a herbicidi, a proto ovliviiuje toxicitu a transport téchto
kontaminant [42].
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2.2.6 Praktické dopady aplikace biouhlu

Mezi praktickymi aplikacemi biouhlu dominuje jeho vyuziti v zemédélstvi jakozto pudniho
dopliiku, zejména diky vyznamnému vlivu biouhlu pfi sekvestraci uhliku, cyklovani dusiku
nebo emisi sklenikovych plynu [43]. Kromé potencidlu biouhlu sekvestrovat pevny
atmosféricky uhlik, jeho porézni struktura, velky povrch a afinita k nabitym ¢asticim interaguji
s fyzikalnimi a biologickymi slozkami piidy, coz mlze mit pozitivni G€inky v celém
ekosystému. K dalsim vyhodam vyuziti biouhlu v zemédé€lstvi patii jeho pozitivni vliv na rist
rostlin. Aplikace biouhlu do pudy tedy zpusobuje zvySenou produktivitu rostlin a zaroven
sniZzeni vyplavovani zZivin, coz je jedna z hlavnich vyhod jeho u¢inku. Pozitivni u¢inky na rast
rostlin tvofi biouhel zejména diky zlepSeni schopnosti ptidy zadrzovat vodu, snizeni vyskytu
chorob v plodinach a omezeni biologické dostupnosti tézkych kova [44].

Vliv biouhlu na organicky uhlik

Obsah organického uhliku v pidé je povazovan za vyznamny ukazatel kvality pudy
a produktivity rostlin, jelikoz zlepSuje fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti pidy [45].
Aplikace biouhlu ma rizné G¢inky na pudni biotu, coz mize byt spojeno s jeho dopady
na kolobéh uhliku a dusiku. Biouhel zvySuje ptidni mikrobidlni biomasu a méni strukturu
mikrobidlnich populaci, coz ma za nésledek rtizné rozkladné procesy. Tyto G€¢inky mohou byt
zprostiedkovany zménami vlastnosti pidy, jako je pH, a zménénou dostupnosti organické
hmoty a zivin, jakoz i nepfimo prostfednictvim uc¢inkii na rust rostlin a naslednou zménou
kvality a mnozstvi rostlinnych vstupt do pudy [46].

Biouhel inhibuje mineralizaci plidniho organického uhliku, kdy mira inhibice zaleZi na vstupni
biomase pii vyrobé biouhlu. Ke sniZzeni mineralizace uhliku dochazi vlivem uvolnovani
rozpustnych fenolickych materiala z biouhlu, které se vdZou na degrada¢ni enzymy a inhibuji
je; sorpce extracelularnich enzymi na biouhel vedouci k jejich odstranéni z mist pfemény
organické hmoty; uvolnéni rozpustného uhliku z biouhlu, ktery pisobi jako preferen¢ni zdroj
uhliku pro pldni mikrofloru, ¢imzZ se snizi vyuziti pidniho organického uhliku, posun pH
vyvolany aplikaci biouhlu, ktery méni strukturu mikrobidlniho spole€enstvi; sorpce
rozpu$téného organického uhliku na biouhel, ktery ho chrani pfed rozkladem a zvySena
produkce mikrobidlni biomasy, takZe se uhlik spiSe uklada v mikrobidlnich tkanich, nez aby se
mineralizoval [47].

Vliv biouhlu na organicky dusik

Piidavkem biouhlu do pidy dochazi k ovlivnéni cyklu organického dusiku (Obrazek 3).
Biouhel tak ovlivituje aktivni zasoby dusiku v pud¢ (rozpustény organicky dusik, anorganicky
dusik), pfemény dusiku (mineralizace, imobilizace a nitrifikace), vstup dusiku (biologicka
fixace N2) a vystup dusiku (rostlinny ptijem, t¢kani NHsz a emise N2O). Cely tento proces
pusobeni biouhlu na cyklus dusiku v pudé nasledné ovliviuje produktivitu rostlin [48].
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Obrazek 3: Vliv aplikace biouhlu na procesy zapojené do cyklu organického dusiku [39]

Biouhel ma schopnost ovliviiovat cyklus dusiku v pidé zménou rychlosti transformace
a premeéné¢ sloucenin dusiku v ptidé. Ptiznivé uéinky pridavani biouhlu jsou vyrazné pro vysoce
zvétralé pudy, a tak vykazuji pozitivni agronomické odezvy [49].

Vliv biouhlu na makroprvky a mikroprvky

Biouhel ma schopnost zadrzovat makroprvky stejné tak jako mikroprvky za souc¢asného zvyseni
iontové vyménné kapacity [50]. Mezi makroesencialni prvky, které tvoti biouhel, patii
predevsim uhlik, vodik, kyslik, dusik, fosfor a sira. Uhlik mtize dosahovat az 90 hm.% a tvofi
v biouhlu aromatické struktury. Dusik se v biouhlu vyskytuje VvV mnozstvi maximalné
do 4 hm.% a sira pod 1 hm.%. Mezi mikroesencialni prvky patii Zelezo, méd’, zinek, draslik,
vapnik, hof¢ik, mangan, molybden a sodik. Vodou extrahovatelné koncentrace vSech
makrozivin a mikrozivin se méni v zavislosti na vstupni surovin¢. Koncentrace mineralnich
prvku, které jsou okamzité k dispozici pro ptijem rostlinami (vodou extrahovatelné), se zna¢né
lisi v zavislosti na suroviné pouzité k vyrobé biouhlu [51]

Biouhel ziskany z rostlin ma vSak mens$i mnozstvi zivin nez biouhel ziskany z hnoje [52]. Puvod
biouhlu ovliviiuje mnozstvi mikroprvkd, kdy biouhel vyroben ze zvifeciho pivodu (kufeci
hntyj) zvysSuje obsah K, Mg, Na a P. Naopak biouhel rostlinného ptivodu (borovicova kiira),
zpusobuje zvyseni K, ovsem u obsahu Mg, Na a P nedochazi k vyznamnym zménam [53].
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Biouhel bohaty na mikroziviny je pii aplikaci do pudy dulezity zejména z toho divodu, ze
v ramci intenzifikace zemédélstvi dochéazi k vyCerpavani pid, a mikroziviny se podileji
na vétsiné metabolickych a bunéénych funkci, jako je priméarni a sekundarni metabolismus,
energeticky metabolismus nebo genova regulace [54].

Mezi mozné ptinosy biouhlu pfi aplikaci do piidy se povazuje pomalé uvoliovani rostlinnych
makrozivin obsazenych v biouhlu jako moznost snizeni potfeby pfidavani riznych chemickych
hnojiv v zemédé€lstvi [55]. OvSem se zvySujici se aplikaci biouhlu v kombinaci s komer¢nimi
hnojivy se vyrazné zlepsily agronomické parametry (vynos zrna, pocet uzll, pocet odnoze,
pocet listll, makroziviny a mikroziviny v rostlinném vyhonku), fyzikalni a chemické vlastnosti
pudy (kapacita zadrzovani vody, dostupné N, P a K) a stejné tak i mikroziviny jako jsou B, Mo,
Zn, Mn, Fe a dalsi [56].

Vliv biouhlu na emise sklenikovych plyni

Emise sklenikovych plynt ovliviiuje biouhel disledkem zvySovani produkce plodin,
mineralizace pudni organické hmoty, ale také zménou emise CHs a NO2 [48]. Rozdily zavisi
natypu a stavu puady stejné jako na podminkach pyrolyzy pii vyrobé biouhlu. Biouhel
vytvoreny pii vysSich teplotach pyrolyzy vice snizuje uvolnovani CO2 ve srovnani s biouhly
vyrobenymi pii niz§ich teplotach. Biouhel s mensim obsahem dusiku zptsobi snizeni emise
CO2 a CHa, coz je vsak nasledné¢ kompenzovano zvysenymi emisemi N2O [57]. Oxid dusny
jakozto sklenikovy plyn nejvice prispiva k celosvétovému poskozovani ozénové vrstvy
ve stratosféfe. VétSina N2O se uvoliiuje do atmosféry pfirozenymi mikrobidlnimi procesy
nitrifikace a denitrifikace, ale rovnéz pomoci lidské aktivity, jako je rozsahlé pouzivani
dusikatych hnojiv [58].

Ve vétsing pripadt v§ak mohou ptidy upravené biouhlem zvysit emise CO2 a CHs, kdy pocatecni
nartist v uvoliiovani CO2 z pid upravenych biouhlem je zptisoben biotickymi i abiotickymi
procesy. Prvotni nartist CO2 pfidanim biouhlu je zpisoben jak mineralizaci uhliku pfidaného
prostiednictvim biouhlu, tak i stimulaci mikrobiélni aktivity, a proto se ocekava vyssi pocatecni
rozklad pidni organické hmoty [59].

2.3 Metody méreni ptidni respirace

Pidni respiraci je obtizné presné méfit zejména kvuli vyrazné variabilité¢ piid a mnoha dalSim
faktoriim prostiedi, ve kterém k méfeni dochazi. Pro méfeni dychani piidy existuje fada riznych
metod, z nichz kazdd ma své vlastni silné a slabé stranky. Proto se metodologické rozdily mezi
jednotlivymi experimentalnimi ptfistupy mohou stat hlavnim zdrojem nejistoty pii odhadovani
cyklu uhliku na lesni a globalni arovni [60]. CO2 produkovany na povrchu pudy je vysledkem
nékolika respiracnich procesii, coz komplikuje modelovani a interpretaci dat. Pfiblizné
polovina plidniho dychani pochdzi z metabolické aktivity na podporu a rast kotfent
a souvisejicich mykorhiz. VéEtSina ze zbytku je spojena s heterotrofni respiraci z mikrobidlnich
komunit vyuZzivajicich neddvno vyrobeny organicky material jako energeticky substrat. Pouze
mala ¢ast (10 %) padniho dychani pochézi z rozkladu starSich, odolnéjSich slou€enin uhliku.
Podil pidni respirace z autotrofnich a heterotrofnich pfispévkli se miize sezonné a mezi
ekosystémy lisit [61].

20



Suchozemské ekosystémy se vyznacuji svou vyménou uhliku s atmosférou. Tyto ekosystémy
mohou mit vyznamny dopad na koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféte, a tudiz mohou vést
k velké zpétné vazbé mezi biosférou a atmosférou, nasledkem ¢ehoz Ize pozorovat zmény
klimatu. Tok CO2 na povrchu pidy je slozit¢é méfit hned z né€kolika divodi. Navrhované
metody se mohou dopustit cetnych chyb kviili velké prostorové a ¢asové variabilité v zévislosti
na mnoha faktorech prostfedi a charakteristikach substratu. Proto je nezbytné srovnani metod
k méfeni tohoto dulezitého toku [62].

2.3.1 Metoda mikrotitraénich destic¢ek

Test na mikrotitracnich destickdch je velmi oblibenym formatem pro klinické
a environmentalni analyzy. Umoznuje rychlé a reprodukovatelné testovani 96 vzorkl
na béznych laboratornich miskach a 1536 vzork na vysokokapacitnich screeningovych
miskach. Mikrotitra¢ni desticky (Obrazek 4) se obecné pouzivaji pro chemické a biologické
experimenty, jako je detekce a sledovani chemickych nebo biologickych reakci, bunécného
rlstu a testy toxicity, ale lze je pouzit také v kombinatorické chemii [63]. Dalsi mozny zptisob
vyuziti této metody muze slouzit k posouzeni ekotoxikologie kontaminanti v pid¢, zejména
ke kvantifikaci Grovni kontaminantt, které zptisobuji inhibi¢ni ucinky [64]. Mikrobialni testy
poskytuji moznost pro srovnani vzorkii riznych pid za laboratornich podminek. Metoda
mikrotitracnich destic¢ek nabizi zpisob, jak méfit rychlost mikrobialniho dychani indukovaného
fadou zdroju uhliku. Mnozstvi ptidaného uhliku odrazi mnozstvi mikrobidlni biomasy schopné
vyuzit specificky zdroj uhliku. Pfedpoklada se, Ze ¢im vétsi je diverzita mikrobidlni komunity,
tim $irsi je rozsah vyuziti zdroje uhliku [65].

Obrazek 4: Mikrotitra¢ni desti¢ka s hloubkovymi jamkami [66]
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Metoda mikrotitracnich destic¢ek slouzi k méteni oxidu uhli¢itého vzniklého z uprav uhlikového
substratu k urceni fyziologického profilu pitidnich mikrobialnich komunit. V této metod¢ se
pouzivaji mikrotitrani detekéni desticky, které jsou schopné méfit vyvoj oxidu uhlicitého
z pudy béhem kratkych ¢asovych tseki a zaroven neni potfeba extrakce a kultivace organismt.
Tato technika je Siroce pouzivdna cCastecné proto, Ze je jednoduchd, jelikoz se pouziva
automatizovany méfici pristroj, ktery poskytuje velké mnozstvi informaci o vlastnostech
mikrobialnich komunit, a zarovenn pojme mnoho vzorki [66].

2.3.2 Kolorimetricka detekce

Kolorimetrické detekeni desticky slouzi k posouzeni mineralizace uhliku uvoliiovanim oxidu
uhli¢itého z pudy. Soucasti byva predinkubacéni faze (cca 5 dntl), kterd vede k mineralizaci
snadno dostupného ptidniho uhliku a aktivuje mikrobidlni komunitu pied pfidanim raznych
substrata [64].

Detek¢ni mikrorespirometricky systém (Obrazek 5) se sklada ze dvou mikrotitraénich desti¢ek
umisténych k sobé. Jedna z téchto desti¢ek obsahuje vzorky pidy s ptidanymi zdroji uhliku
a druhd desticka je systém pro detekci uvolnéného oxidu uhli¢itého. Ob¢ desky jsou utésnény
tésnénim a propojeny otvory mezi jednotlivymi jamkami. Systém drzi pohromadé pomoci
uceloveé navrzené svorky. Obsah vlhkosti v prosévané pudé¢ je nastaven na 60 hm.% sorp¢ni
kapacity pudy. Jednou z moznych metod k detekci uvolnéného oxidu uhli¢itého pro testovani
vyuziti substratu je pravé tato kolorimetricka metoda, jelikoZ se opira o zménu pH roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného. Jak se uvolnujici oxid uhli¢ity absorbuje do alkalie, dochazi
ke zméné pH indikatorového barviva v gelu a nasledné také ke zméné barvy. Indikatorové
barvivo (kresolova Cerveil), chlorid draselny a hydrogenuhli¢itan sodny se spole¢né s agarem
vloZi do kazd¢ jamky detekcni destiCky. Po ztuhnuti se destiCky ukladaji do plastovych sacki
S mokrymi papirovymi ru¢niky a natronovym vapnem, aby se nevysuSovaly a nereagovaly
s atmosférickym CO> [66].

. Agar, NaHCO:, KCl
Gel pro detekci CO2 ——» - gar. 3.

kresolova éerverl

Tésnéni se vzduchovym

otvorem

4w P
Vzduinv prostor — ‘

Piida + zdroj uhliku -—-Ir- Ay

Obrazek 5: Schéma aparatury k detekci uvolnéného CO» z pidy [66]
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Pro vyhodnoceni mnozstvi uvolnéného CO: je nejdiive potieba sestavit Kalibra¢ni kiivku
zavislosti absorbance na rovnovazné koncentraci CO2 Tato kalibraéni kiivka vznikne
ekvilibraci roztokii barviv pii riznych koncentracich CO: piipravenych se standardnimi
smésmi plyntl nebo inkubaci ¢tyf velmi odlisnych pid v ptidnich nadobéch s gluk6zou nebo
bez glukozy [66].

2.3.3 Radioaktivni detek¢ni systém

V detekénim systému vyuzivajicim radioizotopovou metodu se pouzivaji radioaktivni
substraty, a uvoliiovany oxid uhli¢ity (**CO2) je detekovan zachycenim do alkalického roztoku.
V tomto ptipad¢ neni alkalicky roztok zafixovan v gelu, takze systém je sestaven dnem
vzhuru [67]. Po pfidani substratu se inkubacni a detek¢ni desti¢ky spoji a utésni. Po odstranéni
detekéni desticky se do kazdé jamky piida scintila¢niho ¢inidlo a nasledné se koncentrace
zachyceného 4CO; detekuje kapalinovym scintilaénim poéitacem na mikrodesti¢kach [68].

2.3.4 Komorové metody

Me¢fteni emisi plyntli do atmosféry Ize stanovovat pomoci tzv. komorovych metod, které mohou
byt statické, bézn€ nazyvané jako uzaviena komora, nebo také pratokové (dynamické) komory,
kde se sleduje narust koncentrace plynu ve vystupnim proudu a porovnava se s nardstem
Vv piitokovém proudu. Tato metoda vyzaduje adekvatni méfeni pritoku a koncentrace plynu
v proudu [69]. Komorové metody piimo detekuji tok CO2 na povrchu pudy v nadobé se
znamym povrchem. U dynamické metody v komote dochédzi k cirkulaci vzduchu, zatimco
u statické metody v komote k cirkulaci nedochazi. Dynamické metody umoziuji cirkulaci
vzduchu mezi komorou a senzorem, ktery méfi koncentraci CO2 béhem urcitého casového
obdobi. Mezi témito metodami je nejrozsifené;$i uzaviend dynamicka komora, kterd pracuje
ve zcela uzavieném systému na povrchu piidy a koncentrace CO2 Se zaznamenava béhem
kratkého ¢asového intervalu [70].

Metoda statické (uzavi‘ené) komory

Uzaviena statickd komora znamena izolaci povrchu pidy od atmosféry na urcité inkubacni
obdobi, kdy dochazi k zachytu CO; v alkalické smési a nésledné stanoveni uvolnéného
mnozstvi. Koncentraci CO2 ze vzduchu Ize ur€it extrakci nékterych vzorkli vzduchu na riizné
casové useky ajejich analyzou v plynové chromatografii za pouziti nékterych senzori
Vv infracervené oblasti [70].

Metoda statické plynové komory zahrnuje pfedevs§im metodu absorpce statického louhu
a metodu statické vzduchotésné komory. Prvni metoda stanovuje tok uhliku pomoci louhu
0 urcité koncentraci, kdy se zaznamenava absorbovany CO2 v nadobé pomoci alkalii nebo
pevnych alkalickych ¢astic a nasledné se vypocita mira emise CO2 beéhem doby méfeni.
Principem druhé metody je stanoveni koncentrace CO. ve statické vzduchotésné komoie
pomoci plynové chromatografie a infraervené spektroskopie a vypocet miry emisi CO> z ptdy
pomoci zdkona o Casové variaci. Pro zlepSeni pfesnosti dat je proto nutné po monitorovani
dopliiovat plyn, aby rychlost respirace pudy nebyla ovlivnéna nadmérnou akumulaci CO2
Vv plynové komoie [71].

23



Metoda prutokové (dynamické) komory

Oteviena dynamicka komora pozoruje zmény koncentrace CO2 mezi vzduchem proudicim
do komory a vzduchem, ktery vychazi ven. Systém ma dvé dulezité ¢asti, kterymi jsou hlavni
modul, kde se nachazi operacni systém a infracervené ¢idlo pro detekci CO2. Druhou ¢asti je
Cerpadlo, které zajiStuje proudéni vzduchu, a monitor, kde lze pozorovat naméfené
vysledky [70].

Metoda dynamické vzduchotésné komory je v soucasnosti nejpouzivanéjsi metodou
monitorovani. Metody pro zlepSeni a kalibraci zahrnuji omezeni doby sledovani, nastaveni
specialnich vzduchovych komor a kalibraci vodni pary. Metoda dynamické vzduchotésné
komory zvazuje vliv plynové komory na gradient CO2 vypousténého piidou. Proto se obecné
doporucuje omezit dobu méteni na 1 minutu a 30 sekund az 3 minuty, aby byla zména
koncentrace CO- v plynové komote co nejmensi a minimalizoval se vySe zminény dopad [71].

2.3.5 Dynamicky inkubacni systém

Dynamicky inkuba¢ni systém funguje tak, ze stlaceny vzduch prochéazi tadou lapacd
sestavajicich ze sklenénych zkumavek opatienych pryzovymi zatkami (Obrazek 6). Plastova
jednorazova pipeta se vlozi do jednoho ze dvou otvort v kazdé zatce a na konec pipety se nasadi
jednorazova injek¢ni jehla, pficemz hrot této jehly musi byt blizko dna zkumavky. Druhym
otvorem v zatce se vlozi kratka plastova jednorazova pipeta. Sklenéné zkumavky se pomoci
plastovych hadi¢ek zapoji do série. Vzduch prochazi tiemi lapaci pied vstupem
do Erlenmeyerovy barky s pidou. Prvni zkumavka obsahuje 4M NaOH k odstranéni okolniho
COg; druha zkumavka je prazdna z divodu zachyceni vlhkosti a tfeti zkumavka obsahuje
deionizovanou vodu, ze které se veskery CO2 odstrani probublavanim dusiku po dobu 30 minut
a slouzi ke zvlh¢ovani proudu vzduchu, ¢imz se zabrani odpafovani z komory. Vzduch pak
prochazi Erlenmeyerovou banikou obsahujici ptdu a na zavér vzduch proudi pies dvé dalsi
po sobé jdouci zkumavky obsahujici 1M NaOH, nez je vypustén do atmosféry. Tyto posledni
dvé zkumavky se tydné vymeénuji pro analyzu CO2 a okamzit¢ dopliuji Cerstvym NaOH,
zatimco prvni zkumavka obsahujici 4M NaOH se vyménuje kazdé 3—4 tydny [72].

Stlateny — — b~ —
vzduch {F q {F q [F {F

Jehla —» l’
W, W, v ), W,

4M NaOH Prazdna Destilovana 1M NaOH 1M NaOH
voda

Navlhcend ptida

Obrazek 6: Aparatura inkuba¢niho systému [72]
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2.3.6 Systém viFivé kovariance

V terénnich podminkach se ke stanoveni respirace pudy bézné vyuziva technika virové
kovariance, ktera se skladd ze zvukového anemometru a infracerveného analyzatoru plynu.
Systém stanovuje ve stejném bodé¢ tfi slozky rychlosti vétru a koncentraci CO2 pii vysoké
frekvenci [73]. Nasledn¢ Ize z namétenych hodnot urcit vertikalni turbulentni tok CO2, ktery se
rovnd kovarianci (sou¢inu) mezi okamzitymi odchylkami nebo fluktuacemi vertikalni rychlosti
vétru a hmotnostni hustotou CO2 zprimérované za urcity ¢asovy interval [74]. Mechanické
rovnice tekutin ukazuji, Ze se tento vertikdlni turbulentni tok v kterémkoli bodé
nad ekosystémem mize rovnat ¢istému mnozstvi CO2 produkovaného nebo absorbovaného
timto ekosystémem. Zakladnimi ptfedpoklady jsou horizontdlni homogenita ekosystému
arelativné vysoka uroven turbulence. Vifivé kovariancni systémy jsou Casto instalovany
na vézich nad lesy, pastvinami a loukami [73]. Tuto metodu lze vSak vyuzit rovnéZ pro méteni
meéstskych emisi, kdy stézejni vyhodou této techniky je, ze zahrnuje vSechny hlavni i vedlejsi
ptirodni a antropogenni zdroje a propady [74].

2.3.7 Respirometry

Respirometry jsou vhodné indikatory mikrobidlni aktivity, a je tedy mozné je aplikovat v Siroké
Skale technickych a védeckych oblasti [75]. Respirometricky senzorovy systém slouzi
k analyze pidy pfi pozorovani aerobni degradace na vzorkach pidy nebo kompostu. Z této
analyzy, ktera muze trvat dny az mésice lze nasledné ziskat vysledky mikrobidlni respirace
pudy béhem mineralizace organickych latek. Respirometr pfenasi naméfena data piimo
do pocitace, kde se nasledné vyobrazi kiivka analyzy v redlném case [76].

Barthiiv respirometricky test

Tradi¢ni metodou, Ktera hodnoti miru mineralizace pidni organické hmoty je tzv. Barthova
respirometrickd zkouska. Jednd se o titra¢ni metodu, kterda méti uvolnény CO2 zachyceny
vsilné zisadé po mineralizaci uhliku mikrobidlni komunitou pfitomnou v systému.
Tato metoda zahrnuje posouzeni tplného biologického rozkladu ropnych odpadii a organickych
hnojiv v pade¢, jako jsou napft. Cistirenské kaly. Kinetika mineralizace hnojiv je kliCovym
indikatorem uvoliiovani Zivin z pfidaného hnojiva. Upravou Barthova respirometrického testu
1ze métit zmény elektrické vodivosti alkdlie po reakci s uvolnénym COg, jde vSak o nepifimou
metodu, ve které se mineralizace organického uhliku méfi reakci COz s alkalii [75].

IRTH CO:2 respirometr

Respirometr slouzi nejen k méfeni emise oxidu uhli¢itého, ale rovnéz mize méfit rychlost
biologického rozkladu nebo rozkladu organickych zbytki, jako jsou bioplasty, rostlinna
podestylka, smésny odpad, zbytky potravin a kompostové produkty. IRTH respirometr
(Obrazek 7) obsahuje chytré viko, které je citlivé na teplotu a mnozstvi uvolnéného CO-
Vv jednotkach ppm (mg/kg) a vyuziva Sirokorozsahovy infracerveny bunéény senzor, ktery
nepretrzit¢ monitoruje, na rozdil od jinych testli. Respirometr nahrazuje komplikované;si,
nakladnéjsi zafizeni a je flexibilni, aby umoznil sbér riznych dat [77].
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Obrazek 7: IRTH respirometr [77]

Solvita respiracni test

Respiracni test Solvita je uren pro testovani cerstvé, nenaruSené plidy nezpracované
Vv laboratofi. Tento gelovy systém je nastroj pro efektivni a ndkladové vyhodné vyhodnoceni
rychlosti dychani ptdnich mikrobli bez nutnosti manipulace s ¢inidly a standardizace. Gel
citlivy na pH je zapustén v jednodilném plastovém drzéku, ktery se zuzuje do Spicky, takZe jej
lze zatlacit do piidy. Po uplynuti stanovené doby lze lopatku vyjmout z inkubaéni nadoby
a analyzovat pomoci Stupnice barev mnozstvi uvolnéného CO; [78]. Gel obsahuje pH pufr
ameéni barvu podle koncentrace CO2 v nadobce. Vyvijejici se oxid uhli¢ity uvniti lahvicky
difunduje do gelu, neutralizuje puftr a zpiisobuje pokles pH, ktery nasledné vyvold zménu barvy
gelu. Cislo barvy je uréeno porovnanim barvy gelu s barvami na barevné karté (Obrazek 8),
kterd ma Cisla pfifazena barevné fad¢, predstavujici postup zmény barvy v zavislosti na zvyseni
koncentrace CO2 v nadobé [79].
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Obrazek 8: Respiracni gelova sonda s barevnou tabulkou k interpretaci mnozstvi CO2 [80]

Experimenty zahrnujici bézné pouzivany komercni testovaci systém pudni respirace Solvita
slouzi k méteni uvolnéného CO; a analyze kontinualni dynamiky emise CO2 (tj. koncentrace
CO2 v okoli experimentalniho zafizeni na zacatku a béhem testl) [81]. Primérny emitovany
oxid uhli¢ity stanoveny metodou Solvita 1ze méfit pomoci digitalni ¢tecky barev [82].

2.3.8 Méreni pudni respirace pomoci plynové chromatografie

Mikrobialni aktivita uréena z pozorovani rychlosti uvolnujicitho se CO., ktery se hromadi
v nddob¢ obsahujici vzorek pudy, lze stanovit pomoci plynové chromatografie. Plynova
chromatografie (GC) je vhodnou metodou k pozorovani miry ptidni respirace diky jeji pfesnosti
a vysoké citlivosti detektorti, které umozni spolehlivé namétit mnozstvi uvolnéného COo.
Ve srovnani s metodami alkalické absorpce, které jsou casové naroné, méné presné
a neumoznuji ¢asté méfeni.[83].

Plynovy chromatograf 1ze piipojit k pocitacovym vzorkovacim systémiim pro Casté méteni
respirace pud v laboratornich podminkach. Metoda lze pouzit pii tfech rtznych
experimentalnich uspofadanich za wvyuziti oteviené komory, statické uzaviené komory
a dynamické uzaviené komory. V systémech s otevienou komorou okolni vzduch nepfetrzité
prochéazi ptidou nebo hornim prostorem komory, a odtok ptidniho CO2 se vypocita pomoci
rozdilu koncentrace CO2 mezi vzduchem vstupujicim do komory a opoustéjicim komoru.
Takové systémy se ukazaly jako uc¢inné, ale predstavuji omezeni v tom, Ze pfesnost méteni
siln€ zavisi na atmosférickém tlaku, vlhkosti vzduchu a rychlosti proudéni vzduchu, a proto
jsou citlivé na zmény podminek laboratorniho prostfedi. Proto tyto systémy potiebuji pfisnou
kontrolu prutoku a nepfetrzitou korekci na zmény teploty a atmosférického tlaku. Kromé toho
jsou systémy s otevienymi komorami obvykle drahé a jejich provoz je komplikovany, coz
vyzaduje specifické dovednosti a dobte vyskoleny personal. [84].
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Statické systémy s uzavienymi komorami jsou obvykle levnéjsi a jednodussi na provoz, ale
predstavuji omezeni souvisejici s rozpousténim COz v pidnim roztoku. Dynamicky systém
s uzavienou komorou, ve kterém vzduch béhem méteni cirkuluje v uzaviené smycce mezi
komorou a detektorem plynu, stanovuje mnozstvi CO2 z pudy pomoci rozdilu v koncentrace
mezi zacatkem a koncem meéfeni. Dynamické systémy s uzavienymi komorami se bézné
pouzivaji pro méfeni dychani piidy v terénu. Automatizovany systém pro kontinudlni odbér
a analyzu plynt je pfipojeny k mikro-plynovému chromatografu ptes vicepolohové ventily.
Mikro-plynovy chromatograf je vybavena dvéma kapilarnimi kolonami, ve kterych tlak
a teplotu hlavy lze elektronicky naprogramovat. Mikro-GC dokaze soucasn¢ méfit CO2, CHa
aN20 pomoci detektoru a je fizen specifickym softwarem, ktery pracuje synchronné
se softwarem vicepolohovych ventilt [85].

Vyuzit plynovou chromatografii (GC) Ize v kombinaci s fadou detek¢énich technik, kterou mize
byt hmotnostni spektrometrie (MS). GC/MS lze vyuzit pro detekci nékterych plynnych
metaboliti produkovanych mikroby a okolnich plyni, které existuji v nizkych koncentracich,
jako je CHas, CO2 a N20. Tato metoda umoznuje kvantifikovat plyny velmi rychle, s vysokou
citlivosti a Sirokym dynamickym rozsahem [86].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Zasadni vyhodou biouhlu je jeho pozitivni vliv na fyzikalné-chemické charakteristiky pudy,
a tudiz ma velky potencial pii aplikaci do pudy. Autort, Kktefi se zabyvaji aplikaci biouhlu
do pudy a jeho vlivem na pudni respiraci je celd fada a rizné studie pidni respirace nejsou vzdy
v souladu, jelikoz zaleZi nejen na druhu vstupni suroviny pii vyrob¢ biouhlu, ale rovnéz na typu
pudy, do které se biouhel aplikuje.

Pochopeni dynamiky pidniho uhliku je dalezitou vyzvou pro vyvoj piesnych a spolehlivych
modeld cyklovani uhliku, jehoz vystup je modelovan prostiednictvim rozkladu a respirace
pudni organické hmoty. Plidni organickd hmota se uvolituje zpét do atmosféry jako oxid uhlicity
prosttednictvim heterotrofniho dychani mikroorganismy v padé¢. Tento proces rozklada rizné
organické slouceniny, které lze funkéné rozdélit na labilni ¢ast, ktera je snadno dostupna,
rozpustna a lehce rozlozitelna, a stabilni ¢ast, ktera je fyzikalné-chemicky chranéna
pfed mikrobialnim rozkladem [87].

Pti vyrobé biouhlu se v disledku pyrolyzy ¢ast biomasy pfeméni na vysoce aromatickou formu
v zavislosti na vstupni suroviné a parametrech procesu. Zménéné fyzikalni a chemické
vlastnosti ptispivaji k nizké rychlosti degradace a tim k relativné dlouhé dobé& setrvani biouhlu
v pude. Zpomalend degradace organického uhliku pochazejiciho z biouhlu v pidé mize
vyznamn¢ zvysit dlouhodobou sekvestraci uhliku v agroekosystémech a zmirnit zvySujici se
atmosféricky oxid uhlic¢ity [88].

Obecné muze pridavek biouhlu do pidy zvysit zasoby uhliku a dusiku v ptd¢, a také piispét
ke zvyseni toku oxidu uhli¢itého, kdy Smith a kol. [89] dokazali, Ze nartsty produkce CO2 jsou
vétsinou znacné béhem prvnich nékolika dnil inkubace, a poté nejsou zmény rychlosti produkce
COz vyrazné patrné.

Mira emise oxidu uhli¢itého byla v prvnich dnech inkubace vy$si rovnéZz ve studii, kterou
provedli EI-Mahrouky a kol. [90], ktefi zjistili, ze ptida upravena davkou biouhlu vykazovala
vyznamné zvySeni rychlosti emise oxidu uhli¢itého béhem prvnich dni inkubace ve srovnani
S pudou bez ptidaného biouhlu.

Vyznamné zvyseni mikrobidlni biomasy pozorovali Steiner a kol. [91], kdy se po pfidani
biouhlu rovnéz navysila aktivita mikroorganismil v ptidé béhem prvnich nékolika dnti inkubace.
Tento pocatecni vyrazny narGst lze pfipsat vyznamnému zvySeni dostupnosti substratu
po aplikaci biouhlu do piidy. ZvySenou mikrobidlni biomasu v disledku aplikace biouhlu
do pidy lIze vysvétlit dostupnosti snadno rozlozitelné frakce biouhlu a zvysenym mnozstvim
pudni organické hmoty, zejména pokud je aplikovany biouhel odolny vic¢i mikrobialnimu
rozkladu.

V této studii [92] byla prokazano, ze emise oxidu uhli¢itého z pidy s ptidanym biouhlem byly
vyznamné vyS$$i nez z pudy bez aplikace biouhlu béhem prvnich tii dnl inkubace. Existuje
nékolik divoda, které jsou odpovédné za zvySeni emise oxidu uhli¢itého z pidy upravené
biouhlem. Jedna se zejména o vnitini mikroporéznost, pfitomnost uhli¢itani v popelu,
pfitomnost zivin a abiotickou oxidaci biouhlu.
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Soucasti provedené reSerSe bylo rovnéz urcit, zda pro nasimulovani vhodného prostiedi
K urceni vlivu biouhlu na ptdni respiraci budou pouzity pudy vysusené a znovu navlhéené nebo
cerstvé odebrané. Dostupnost vody je klicovym reguldtorem fungovani ekosystému, nebot’
pfimo fidi rostlinnou a pidni mikrobidlni aktivitu. Mikrobidlni reaktivace po opétovném
navlhCeni pidy je klicovym momentem ve fungovani ekosystému. Substrat se stavd snadno
dostupnym pro ptidni mikroorganismy a zvySuje mikrobialni aktivitu, ktera podporuje ptadni
biogeochemické cykly, ov§em ne vSechny mikroby reaguji na opétovné navlhcovani stejné
[93].

S vysychanim pudy klesd celkova aktivita mikroorganisma v pidé a mira ptidni respirace.
Pokles dychani se vSak méni i podle mnozstvi ptidni vlhkosti, jelikoz dle nasyceni pudy klesa
mikrobialni aktivita kviili omezeni kysliku. Linn & Doran ukézali, ze mikrobidlni aktivita byla
maximalni pti 60 % prostoru pord vyplnénych vodou; to je obsah vlhkosti, pfi kterém jsou
mikropory ptidy naplnény vodou, zatimco makropdry jsou odvodiiovany, ¢imz se vyrovnava
zasoba substratu proti t¢innému provzdusnovani pudy [94].

Jiz dlouho je zndmo, Ze opétovné navlhéeni vysusené pidy zplsobuje nartist plidni respirace.
Predpokladané mechanismy k tomu zahrnuji uvoliovani bunéénych materialt v disledku
rychlého nardGstu stresu vodniho potencidlu a stimulaci pfisunu uhliku  mikrobim
prostiednictvim fyzikalnich procestt [95]. Navic pokud uhlik pochazi z mikroorganismt
zabitych z diivodu opétovného zvlhéeni, mize to naznacovat ztratu mikrobialni aktivity, a tedy
potencidlni snizeni mnozstvi uhliku. Pokud je tedy uvoliiovani uhliku primarné€ z mikrobiélnich
materiall, muze cyklovani znovu navlhéené pudy snizit dlouhodobé ztraty uhliku z pudy [96].

Miller a kol. [97] provedli experiment na opétovné navlhéené ptidé po dobu 110 dni a zjistili,
Ze se uvoliyje témet dvakrat vice CO2 neZ pro pidy inkubované pii konstantni optimalni
vlhkosti. Uvolnilo se vice uhliku, nez bylo pivodné pfitomno v mikrobialni biomase,
s vyjimkou biomasy jako mozného konec¢ného zdroje CO. V pribehu nékolika cykld tedy
mobilizovany uhlik mlZe nakonec pochézet ze stabilniho ptidniho uhliku, ale v kazdém cyklu
pochézi uhlik z mikrobidlni biomasy.

Pravdépodobné nejznaméjSim dopadem piedupravy vzorki je to, co je znamé jako Birchlv
efekt, coz je impuls v mineralizaci a dychani po opétovném navlhceni suchych ptd. Podminky
predupravy mohou vystavit ptidni mikrobialni buniky stresu. Kratkodobé zvySeni mikrobialni
mineralizace pozorované po opétovném zvlhceni lze vysvétlit vyplavenim rozpusténych latek
v cytoplazmatické membrané z bunék znicenych osmotickym Sokem pii vysychani. Suseni
a opétovné navlhCeni vzorku ptdy pied predinkubaci mélo tendenci zvySovat miru padni
respirace, ve srovnani s ¢erstvymi padami [98].

Lee a kol. [99] studovali dilema, jak nejlépe uchovavat vzorky pidy mezi odbérem a analyzou.
SuSeni a opétovné navlh¢ovani plidy mize mit totiz negativni dopad na mikrobialni vlastnosti
pudy tim, Ze snizuje miru mikrobidlni respirace a enzymové aktivity. Vysychani pudy
zpusobuje snizeni vodniho potencialu a zvySeni osmotického potencidlu, 0 kterém je znamo, Ze
snizuje mikrobidlni metabolismus a diverzitu. Vyjimky ze snizeni miry mikrobidlni aktivity
suSenim a opétovnym smacenim byly pozorovany u celuldzy a kyselé fosfatazy, coz mtize byt

30



zpisobeno indukci enzymi béhem smaceciho cyklu. Bylo také prokézano, ze pidy casto
vystavené vysychani a zpétnému navlhCovani jsou Iépe piizpisobeny zménam vlhkosti
a mohou byt timto oSetfenim mén¢ ovlivnény, tudiz nemusi dochazet k obnové mikrobilni
vlastnosti Cerstvé pudy.

Studiem aktivity enzymi na Cerstvé odebranych vzorcich pudy se zabyvali Matthew a kol. [100]
a zjistili, ze v zavislosti na typu pidy a enzymu muze zmrazeni i suSeni vyznamné zménit
aktivitu enzymu. Analyzy rozptylu ukazaly, Ze suSeni vyznamné snizilo aktivitu enzymu
ve srovnani s Cerstvou pudou.

Problematiku spojenou s opétovnym zvlh¢ovanim vysuSenych pud vyplyvajici pfevazné
z mikrobiologickych ucinki studovali Bartlett a kol. [101], kdy dochazelo ke zméné
mikrobialni aktivity vlivem snizeni mnozstvi Mn v pad¢, zvyseni redukéni schopnosti ptidni
organické hmoty a oxidaci rozpustné ¢asti organické hmoty pudy.
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4 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace je definovat metodiky vyuzitelné pro posouzeni vlivu biouhlu
na aktivitu pidnich mikroorganismt prostfednictvim méfeni ptadni respirace. Pro posouzeni
miry padni respirace je nutné zvolit a optimalizovat vlastni nastaveni experimentii vyuzitelnych
pro posouzeni vlivu aplikace biouhlu na aktivitu ptdnich mikroorganismii prostfednictvim
méfeni pudni respirace. Na zakladé¢ laboratornich experimentt je nasledné potieba posoudit vliv
vybranych pidnich dopliika (biouhel, NPK) na aktivitu ptudnich mikroorganismti zvolené¢ho
reprezentativniho vzorku ptiid. Uéelem je ze ziskanych vysledkd zhodnotit praktické vyuziti
biouhlu jakozto pidniho kondicionéru v zemédélstvi.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité pomiicky, pristroje a chemikalie
5.1.1 Pouzité chemikalie

e Agardza (Sigma Aldrich, Co., CAS: 9012-36-6)

e Biouhel (ZERA, a.s.)

e Chlorid barnaty (LACHEMA a.s.)

e Chlorid draselny (LACHEMA a.s.)

e Demineralizovana a destilovana voda

e Fenolftaleinovy indikatorovy roztok (Lach-Ner s.r.0.)

e Hnojivo NPK (Agro CS, a.s.)

e Hydrogenuhlicitan sodny (Fichema s.r.o. CAS: 144-55-8)
e Hydroxid sodny (Mikrochem spol s.r.o, CAS: 1310-73-2)
e Kiresolova ¢erven (Sigma Aldrich, Co., CAS: 1733-12-6)
e Kyselina chlorovodikova (PENTA s.r.o, CAS: 7647-01-0)
e Vzorky Fluvizemé odebrany v lokalité Ivan

5.1.2 Pouzité pristroje

e Bézné laboratorni sklo a vybaveni

e Elementarni analyzator (EA3000, CHNS/O elementarni analyzator EuroVector)
e Inkubacni aparatura (viz Obrazek 6)

o Konduktometr Metter Toledo

e Mikrostiikatka Hamilton (série 1700 s ostrym hrotem)

e pH metr, pH 50+ DHS, Giorgio Bormac

e Susarna (Ecocell 55)

e Termogravimetricky analyzator (Q5000, TA Intruments)
e Tiepacka (Heidolph VIBRAMAX 100)

e UV-VIS spektrometr Hitachi U-3900 H (Hitachi Ltd.)

e Viahy d=0,01 g (Denver Instrument, Germany)

e Vihy, d=0,0001 g, (SCALTEC SBC 31)

5.2 Charakteristika biouhlu a pouzité pidy

Na experiment byla vybrana ptuda fluvizem/Cernice, ktera byla odebrana v lokalité¢ Ivan
(48.921686°N,16.561494°E), jednalo se o lokalitu s trvalym porostem travy. Pti odbéru pudy
byla horni vrstva s kofeny trav odstranéna a plida byla odebrana z hornitho humusového
horizontu pii maximalni hloubce odbéru 20 cm. Odbéry vzorkli plidy byly provedeny
28. 5. 2020, 27. 11 2022 a 30. 1. 2023. Biouhel ZERA pouzity pro experiment byl vyroben
z kalu ¢istiren komunalnich vod INTEKO pfi teploté pyrolyzy 450 °C. Takto ziskany biouhel
byl nasledné homogenizovan s biomasou ziskanou z béznych rostlinnych organickych odpadii
ze zemédelské vyroby (zbytky kukufice, obilnin) a kompostovan.
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5.3 Priprava roztoki pro nasledné experimenty

Pro potieby experimentu uzavienych inkuba¢nich nadob byly piipraveny zasobni roztoky
1M NaOH, 1M BacCl,, 0,15M KCI, 0,0025M NaHCO3z a 0,5M HCI. Pro dynamicky inkubac¢ni
systém byly potiebné zasobni roztoky 1M a 4M NaOH, 0,5M Na>CO3z, 3M BaCl, a 0,5M HCI,
Tyto roztoky byly nésledné vyuzity v pribéhu prace béhem sestaveni kalibracnich kiivek
a samotnych respira¢nich experimenti ke kvantifikaci uvolnéného COx.

5.4 Predpriprava pidy pro charakterizaci piidni respirace

Pro studium ptidni respirace byla provedena pieduprava pudy tak, ze byla pfevedena pies sito
s velikosti ok 2 mm a nasledné ptedsuSena v susarné¢ na 50 °C po dobu 24 hodin. Takto
upravend puda byla ndsledné vyuzita v experimentalni ¢asti prace pro posouzeni vlivu ptidavku
biouhlu a NPK na miru ptdni respirace. Vzorky cerstvé pudy byly skladovany v lednici
s vyuzitim vZzdy maximalné do tydne. Vzorky byly navlhéeny na 60 hm.% kapacity zadrzovani
vody (viz. kapitola 2.3.2) a byly charakterizovany pomoci TGA a EA (viz. kapitoly 5.5.3
a 5.5.4). Nasledn¢ bylo rovnéz urceno jejich pH a konduktivita (viz. kapitoly 5.5.2).

5.5 Charakterizace vzorku pud a biouhlu
55.1 Kapacita zadrZovani vody

Ke stanoveni kapacity zadrzovani vody byla vysuSena pida umisténa na filtracni papir
do Petriho misky a postupné se vlhéila destilovanou vodou az do dosazeni bodu nasyceni, kdy
puda jiz nedokaze absorbovat dal$i vodu. Piebyteéna voda se nasledné vysusila filtratnim
papirem. Méfeni bylo opakovano vzdy tfikrat pro kazdy vzorek pudy i biouhlu. Kapacita
zadrZzovani vody byla nasledné vypoctena z rozdilu hmotnosti mezi vlhkou ptidou a pidou
vysuSenou v susarng.

5.5.2 Vodivost a pH vodného extraktu

Vodivost a pH vodného extraktu byla stanovena jak pro vysuSenou pidu a biouhel, tak
I pro vzorky Cerstvé odebrané pudy. Postup stanoveni vychazi ze standardniho postupu méteni
pH a konduktivity vyluhu z téchto materiala [102]. Celkem byl navazen 1 g analyzovaného
pevného vzorku ve ttech opakovanich a nasledné dispergovan v 10 ml demineralizované vody.
Po 1 hoding tfepani na vibracni tiepacce se zmétilo pH 3x pro kazdy triplikat ptimo v suspenzi.
Vzorky z méfeni pH byly filtrovany ptes 0,45 um stiikackové filtry (nylonovd membrana)
a v ziskanych filtrovanych filtratech byla métena vodivost, opét tfikrat pro kazdy vzorek.

5.5.3 Termogravimetrie

Obsah vlhkosti, organické hmoty a anorganického popela v analyzovanych vzorcich byl
stanoven termogravimetrickym analyzatorem Q5000 (TA Instruments, New Castel, DE, USA).
Pro analyzu bylo navazeno piiblizné 5 mg vzorku piidy a biouhlu do platinové misky. Nasledné
se nastavila rychlost ohfevu na 10 °C/min a méfeni bylo provadéno od teploty okoli az
do 800 °C pii konstantnim pritoku vzduchu 50 ml-min™?.
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5.5.4 Elementarni analyza

Pro analyzu obsahu zakladnich organickych prvki (C, O, H, N) v jednotlivych analyzovanych
vzorcich byla pouzita elementarni analyza pomoci CHNS/O analyzitoru EA 3000 (Euro
Vector, Pavia, Italie). Pro ucely analyzy bylo navazeno 0,5-1,0 mg vzorku do cinové kapsle
a zabaleno. Analyza byla provedena spalovanim pfipravenych cinovych kapsli se vzorky
pti 980 °C v analyzétoru s pouzitim kysliku jako spalovaciho plynu a helia jako nosného plynu.
Kalibrace uhliku, vodiku, dusiku a siry byla provedena za pouziti sulfanilamidu jako
standardniho vzorku. Relativni obsah kysliku byl vypocten ze zbytkové hotlavé hmoty
a ziskana data byla korigovana na obsah vlhkosti a popela stanovenych pomoci TGA analyzy.
Meéieni byla provedena v triplikatech a jsou prezentovana jako priimérné hodnoty = SD.

5.6 Metody stanoveni pudni respirace
5.6.1 Pudni respirace metodou v uzavienych nadobach

Do plastovych nadob byla navazena puda, ktera byla navlhéena vodou na 60 hm.% jeji sorpéni
kapacity. Tento postup byl realizovan navazenim definovaného mnozstvi (40 g) vysuseného
predpiipraveného vzorku pudy Fluvizem (viz. kapitola 5.4) do plastové nadoby o objemu 1 |
a dale bylo pomoci stficky ptidano definované mnozstvi destilované vody (pro dosazeni
pozadované vlhkosti pudy). Na takto ptipravenou ptidu byla poloZena sklenéna vialka s 5 ml
roztoku 1M NaOH. Stejnym zptsobem byl pfipraven ¢erstvé odebrany vzorek pudy Fluvizem.
Takto ptipravené uzaviené¢ nddoby se nechaly piikonstantni laboratorni teploté¢ 5 dnil
predinkubovat. Po 5 dnech byla vialka s roztokem NaOH vyjmuta a nasledné vloZena vialka
s novym roztokem 1M NaOH, ktera se nechala inkubovat 24 hod.

Tento proces se opakoval trikrat, tedy po dobu 3 dnti vZzdy po 24 hod. Poté se vialka nechala
dvakrat inkubovat 48 hod a nazavér 168 hod, coz ¢ini od zafatku experimentu 14 dnu.
Po pétidenni ptedinkubaci byla z ptipravenych nadob vzdy vyjmuta vialka s roztokem NaOH,
ke kterému byla ptidana destilovana voda, roztok BaCl, a 3—4 kapky fenolftaleinu. Nasledné
probihala titrace HCl do odbarveni roztoku. Ze stanoveného rozdilu v koncentraci pouzitého
1M NaOH, zptsobeného absorbovanym COz2, bylo nésledné stanoveno mnoZzstvi CO2 uvolnéné
z pudy v dasledku ptdni respirace.

5.6.2 Dynamicka metoda méreni pidni respirace

Aparatura k méfeni uvolnéného oxidu uhlic¢itého (Obrazek 9) byla sestavena pomoci série
sklenénych zkumavek (200 ml), do kterych byly vlozeny pryzové zatky s dvéma otvory
propojeny plastovymi hadickami. Touto sérii za sebou zapojenych zkumavek s jednotlivymi
¢inidly postupné prochazel stlaceny vzduch. Potadi jednotlivych zkumavek bylo nasledujici.
Prvni zkumavka obsahovala 4M NaOH k odstranéni zbytkového CO- ze stlaceného vzduchu
(na zakladé literarni reSerSe byl roztok vyménovan za Cerstvy kazdé 3 tydny). Druha zkumavka
byla prazdna z dtivodu zachyceni vlhkosti a tfeti zkumavka obsahovala deionizovanou vodu
ke zvlh¢ovani proudu vzduchu, aby se zabranilo odpafovani z komory obsahujici vzorek pudy.
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Vzduch pak prochéazel Erlenmeyerovou bankou s pudou a na zavér vzduch proudil pies dvé
zkumavky obsahujici 1M NaOH. Tyto posledni dvé zkumavky byly v definovanych ¢asovych
intervalech vyménovany za Cerstvé roztoky pro stanoveni CO2 uvolnéného V disledku
respirace souvisejici s mikrobidlnimi pochody v analyzovaném vzorku pudy. Nejdiive byl
zkouman vliv suSeni a nasledné rehydratace pidy na miru ptadni respirace. Pro tyto ucely byl
pouzit vzorek Cerstvé pudy a rovnéz vzorek pudy, kterd byla ve vysuSeném stavu. V obou
ptipadech byly vzorky 100 g pudy v Erlenmeyerovych bankach navlhéeny na 60 % jejich
sorp¢ni kapacity. V navazujicim experimentu byl sledovan vliv pfidavku ptidniho kondicionéru
biouhlu namiru padni respirace, za pouziti dvojnasobné davky (40 g/kg)
V porovnanim S konven¢ni  ddvkou biouhlu ptidavaného v zemédélstvi, ktera Cini

20 g/kg [103].

V posledni skupiné experimenti byl stejnym zptisobem zkouman vliv komer¢niho hnojiva
NPK, které bylo pfidano Kk Cerstvé odebrané pud¢ s piidavkem biouhlu (davka biouhlu byla
rovnéz 40 g/kg). Navazka NPK byla vypocitana rovnéz z vyuzivaného konvenéniho davkovani,
které uvadi vyrobce hnojiva v piibalovém letidku na 20 g/m?, coz bylo piepocitano na plochu
pidy v ramci realizovaného experimentu v Erlenmeyerové barce.

Obrazek 9: Sestavend aparatura pro dynamickou analyzu piidni respirace

5.7 Stanoveni mnozstvi uvolnéného CO>
5.7.1 Konduktometrické stanoveni

Uvolnéné mnozstvi CO2 pldni respiraci bylo stanoveno pomoci méfeni konduktivity
1M NaOH v obou poslednich zkumavkach aparatury, vzdy ve tfech opakovanich pro kazdy
roztok. Z naméfené konduktivity bylo nasledné mnozstvi CO2 vypocteno dle publikace [104]
z Rovnice (1).
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kde V predstavuje objem standardniho roztoku 1M NaOH, M molarni koncentraci
NaOH v mol/l, c1, c2 a c¢x jsou hodnoty konduktivit standardnich roztoki 1M NaOH,
0,5M NaCOs a ptislusného vzorku.

Kalibraé¢ni krivka pro konduktometrické stanoveni

Pro konduktometrické stanoveni bylo nejdiive potieba sestavit kalibra¢ni kiivku. Z tohoto
divodu byly pfipraveny standardni roztoky Na,COsz a NaOH rozpusténim pozadované
hmotnosti primarni standardni soli v destilované vod¢. Jednotlivé pfipravené kalibracni
roztoky, které byly pro ziskani kalibra¢ni kiivky prométeny, zobrazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Koncentra¢ni fada roztoki NaOH a Na>CO3 pro sestrojeni konduktometrické
kalibracni kiivky pro stanoveni miry ptidni respirace

Cislo vzorku 1M NaOH (ml) 0,5M Na2COs (ml)
1 0 20
2 2 18
3 5 15
4 10 10
5 15 5
6 18 2
7 20 0

Kalibracni kfivka byla sestavena na zakladé¢ méfeni hodnot mémé vodivosti V riznych
pom¢érech standardnich roztoku tak, aby byl vzdy ziskan stejny kone¢ny objem, v tomto piipadé
20 ml. Teoretickd mnozstvi absorbovaného CO2 byla nasledné vztazena k odpovidajicim
hodnotdm mérné vodivosti v mS/cm.

5.7.2 Titraéni stanoveni

Koncentrace CO- ve dvou poslednich zkumavkach s 1M NaOH byla rovnéz stanovena nepiimo
titraci pomoci HCI. Z kazdého roztoku bylo odebrano 10 ml NaOH, ke kterému bylo piidano
BaCl. (3 ml, 3 M) k vysrazeni uhli¢itanu sodného a 2—3 kapky fenolftaleinového indikatoru.
Nasledné byl roztok titrovan 0,5M HCI do odbarveni roztoku. Tato koncentrace byla stanovena
vzdy ve tfech opakovanich z kazdé zkumavky 2x tydné po dobu 8-12 tydnu dle prubéhu
ziskané respiracni kiivky pudy.

5.7.3 Kolorimetrické stanoveni

Pro méteni kolorimetrickou metodou (viz. kapitola 2.3.2), byl do plastovych kyvet pfipraven
gel obsahujici chlorid draselny (0,15M), hydrogenuhli¢itan sodny (0,0025M), indikatorové
barvivo kresolova Cerven a agardza (finalni koncentrace agardzy v gelu — 1 hm.%). Takto
ptipravené kyvety slouzily k sorpci uvolitujiciho se CO2 vV metod¢ uzavienych nadob (kapitola
5.6.1) pro stanoveni miry ptidni respirace.
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Kalibraéni kiivka pro kolorimetrické stanoveni

Pro UV-VIS spektrometrickou kvantifikaci mnozstvi uvolnéného CO, bylo nejprve nutné
sestavit kalibra¢ni kiivku pro pifepoCet barevné zmény indikatoru (kresolova cerven)
V pouzitém agardézovém hydrogelu. Do pfipravenych kyvet s agarozovymi gely (viz. postup
ptipravy kapitola 5.7.3) bylo pomoci mikrostiikacky Hamilton davkovano 100-1000 ul CO..
Nasledné se ¢ekalo, az pridany CO2 prostoupi gelem, aby se stal gel homogennim a mohla se
proméfit jeho absorbance. Homogenni gely byly nasledné proméfeny na UV-VIS spektrometru
k sestaveni kalibra¢ni kiivky zavislosti absorbance na koncentraci CO».
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro studium aktivity mikroorganismi v pidé prostfednictvim méfeni pudni respirace bylo
zapotfebi nejdiive charakterizovat zvolené materialy (viz. kapitola 6.1) z hlediska jejich
fyzikaln¢-chemickych vlastnosti (pH, konduktivita vyluhu, obsah organické a anorganické
hmoty, organického uhliku, dusiku...). Navazujici ¢ast diplomové prace (viz. kapitola 6.2) jiz
byla zamétfena na posouzeni vlivu pfidavku biouhlu a NPK na mikrobidlni pochody v ptdé
prostiednictvim métfeni miry pudni respirace. Pro tyto ucely byla zvolena ptida Fluvizem,
komeréni hnojivo NPK a biouhel Zera, s potencialem mozného vyuziti v zemédélstvi jakozto
pudni pomocné latky.

Na zékladé reSerSe bylo pro nésledné experimenty zvoleno n¢kolik metod pro posouzeni miry
pudni respirace. Jednotlivé metody stanoveni pudni respirace sleduji zmény V mnozstvi
uvolnéného CO2 behem inkubace po definovanou dobu experimentu, coz souvisi s procesem
mineralizace organické hmoty a ¢innosti mikroorganismt v ptde¢, pti kterém dochazi ke vzniku
oxidu uhli¢itého.

Nejprve byla vyuzita metoda uzavienych inkubaénich nadob k zachytdvani CO2 pro porovnani
vzorki pidy vysusené a Cerstveé odebrané. Nasledné byla sestavena aparatura pro méfeni piidni
respirace dynamickou metodou (viz Obrazek 9) vychazejici z publikované prace [72]. Touto
metodou se nasledné métilo uvolilujici se mnozstvi CO2 vzniklého disledkem mikrobidlnich
procesit probihajicich v pid€. Pro posouzeni vlivu vybranych pldnich doplikl (biouhel,
NPK...) na pudni respiraci byly vybrany dva zpisoby. Prvni zptsob stanovil koncentraci
uvolnéného CO2 nepiimo pomoci titraéni metody. Druhy zptisob, na jehoz zakladé bylo mozné
posoudit vliv biouhlu a NPK na aktivitu pidnich mikroorganismuti zvoleného reprezentativniho
vzorku pud, méti konduktivitu roztoku NaOH o definované ptivodni koncentraci, do které se
postupné absorbuje CO2 uvolnény v disledku ptidni respirace.

6.1 Fyzikalné—chemicka charakterizace pidy a biouhlu

6.1.1 Kapacita zadrZovani vody

Dtlezitou soucasti experimentalni prace bylo urcit jednu ze zakladnich fyzikalné-chemickych
vlastnosti, kterou je kapacita zadrzovani plidy, pro moznost navlhéeni modelové pldy
na 60 hm.% sorpéni kapacity Vv navazujicich inkuba¢nich experimentech. Vysledky shrnuje
Tabulka 2, kdy Cerstvé odebrana ptida ma vyrazn€ nizs$i hodnotu kapacity zadrzovani pady
z diivodu vysokého obsahu vody jiz v ni zahrnuté. Z vysledné hodnoty kapacity zadrzovani
vody vysusené pudy vyplyva, ze se jedna dle literatury [105] o jemné pis¢itou hlinu. Tato pida
je tedy vhodna pro pozorovani mikrobialnich pochodi v pidé€ po aplikaci biouhlu.

Tabulka 2: Kapacita zadrzovani vody pro jednotlivé vzorky

Kapacita zadrZovani vody (hm.%0)

Ptda vysusena 80,67 £0,12
Puda Cerstva 44,93 + 0,04
Biouhel 89,83 + 0,02

39



Kapacita zadrzovani vody biouhlu je zna¢n¢ vyssi nez vysledna hodnota pro vysusenou pudu,
s ¢imz souvisi potencidlni pozitivni €inky na zadrzovani vody pfi jeho aplikaci do pudy.
Biouhel pouzity v publikované studii [106] zvySuje kapacitu zadrzovani vody v hlinitopiscité
pude o piiblizné 1,7 % hmotnosti na kazdé 1 % ptidaného biouhlu. Z vysledk 1ze tedy usoudit,
z¢ aplikace biouhlu do pidy ma potencial pozitivné ovlivnit hospodafeni pudy s vodou
a piipadn¢ zmirnit negativni G¢inky kratkého obdobi sucha v hlinitopis¢ité pudé.

6.1.2 Stanoveni pH a konduktivity

M¢étenim pH a konduktivity zvolenych pud a biouhlu lze posoudit jejich zakladni fyzikalng-
chemickou charakteristiku. Stanoveni pH vodnych extrakt vyjadiuje koncentraci vodikovych
iontd, ktera je kliCova pro pfijimani zivin rostlinami a jejich rast. Tabulka 3 ukazuje hodnoty
pH a konduktivity Cerstvé odebrané pudy a plidy vysusené v susarné. Namétené hodnoty pH
I konduktivity jsou pro oba vzorky pud téméf shodné dle ocekavani. Vysledky pH pid jsou
velmi blizké neutralnim hodnotam. pH piidy je ovlivnéno kyselinotvornymi kationty (H*, A",
Fe?*, Fe®") a zasadotvornymi kationty (Ca®*, Mg%", K*, Na'). Pramémé hodnoty pH
zeméd¢lskych pid se nachazi v rozmezi 7-8 [107].

Tabulka 3: pH a konduktivita vzorkt ptd a biouhlu

pH (-) Konduktivita (uS/cm)
Pida vysusena 7,224 + 0,002 19,12 + 0,03
Pada Cerstva 7,427 + 0,003 20,10+ 0,02
Biouhel 7,313+0,011 113,54 +0,33

Pouzity vzorek biouhlu ziskany od firmy Zera ma z hlediska pH rovnéZ neutrdlni povahu
a podobné hodnoty pH biouhlu s pidou znaci, ze ptidany biouhel nebude vyrazné¢ menit
charakteristiky pH pady. Bézné biouhly vyrdbéné pyrolyzou pfi teplotach okolo 500 °C
vétsinou vykazuji spise alkalické pH zpisobené pritomnosti soli alkalickych kova [108]. Zde
vyuzity biouhel byl ovSem po pyrolyze nasledné¢ kompostovan s rostlinnou biomasou, coz
zpusobilo neutralizaci jeho vnitiniho pH. Z hlediska fyzikalné-chemickych charakteristik bude
patrné VEtsi roli hrat rozdil v hodnotach konduktivit, které ma pouzity biouhel téméf 6x vyssi
nez pouzity vzorek plidy. ZvySend hodnota konduktivity pro biouhel znamena potencialni
vyluhovani makrozivin i mikrozivin obsazenych v jeho struktufe, coz kratce po aplikaci
do pidy mize vést K lepsi urodnosti rostlin, zdravi ptidy a mikrobialni aktivité. Konduktivita
vodniho vyluhu plidy urcuje miru zatizeni ptid solemi s moznymi negativnimi ucinky na rist
rostlin. Hodnoty niZs§i nez 30 uS/cm zna¢i normalni intenzitu hnojeni [109], coZz odpovida
I pro nami zvolené vzorky ptd.

6.1.3 Elementarni analyza a termogravimetrie

Vysledky termogravimetrické analyzy obsahu organického a anorganického podilu
studovanych vzorkt pid a biouhlu shrnuje Tabulka 4. Ziskané hodnoty organického podilu
pidy, jsou dle ocekavani nizké, vétsinou se hodnoty obsahu organické hmoty pohybuji okolo
5 % hmotnosti pudy [110].
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Tabulka 4: Vysledky termogravimetrické analyzy biouhlu a pouzitych pad

VIhkost (hm.%o) Worg (hm.%0) Wanorg (hmM.%)
Ptda vysuSena 1,57 6,35 92,10
Pada Cerstva 1,68 6,37 91,95
Biouhel 3,28 33,17 63,56

Pouzity biouhel obsahoval 33,17 hm% organického hmoty, coz je témé&f dvojnasobné vice nez
obsah anorganického popela. V porovnani s literaturou [102] se jedna spiSe o niz$i obsah
organické hmoty, coz patrné souvisi s povahou zdrojové matrice pouzité pii jeho vyrobé
a s pouzitymi podminkami pyrolyzy (biouhel pyrolyzovan pfi teploté 450 °C) a rovné€Z s post-
pyrolyznim kompostovanim vzorku s rostlinnymi odpady a zbytky ze zemé&dé€lské vyroby.
Vysoky obsah anorganického popela v biouhlu je spojen s vyssi koncentraci kovil alkalickych
zemin (zejména Ca a Mg) a s niz§im obsahem té€kavych latek (alifatické skupiny). Biouhel
ziskany z menS$ich ¢astic surovin ma obecné vys$si obsah popela, coz odrazi mikroporozitu
vyslednych biouhlil a vétsi specificky povrch. Mikroporéznost a specificky povrch jsou dilezité
faktory, které urcuji schopnost biouhlu absorbovat a vyméinovat ionty zivin; proto biouhly
s mensi velikosti ¢astic mohou vést k vyssi dostupnosti rostlinnych zZivin [111].

Zastoupeni zakladnich organickych prvka (C, H, O, a N) z elementarni analyzy pro modelovou
pudu Fluvizem a biouhel Zera shrnuje Tabulka 5. Zvoleny reprezentativni vzorek biouhlu ma
spiSe nizs§i obsah uhliku (25,41 %) v porovnani s jinymi druhy biouhld [112], coz lze opét
vysvétlit jednak teplotou pyrolyzy 450 °C pii vyrobé a s druhem pouzité zdrojové biomasy.
Obecné vyssi obsah dusiku (nad 2,54 %) vykazuji biouhly vyrobené z vice zdroji nebo
ze smésnych surovin na bazi hnoje [112].

Tabulka 5: Vysledky stanoveni obsahu zakladnich organickych prvkid v pouzitém biouhlu
a pud¢ elementarni analyzou

C (hm.%) N (hm.%) H (hm.%o) O (hm.%)
Biouhel Zera 25,41 £0,43 2,63 +0,22 0,37 +0,10 2,79 £0,79
Pada Fluvizem 2,62+ 0,24 0,31 £0,02 1,02 £ 0,09 1,55+0,22

6.2 Metody stanoveni ptidni respirace

V experimentalni casti diplomové prace bylo hlavnim cilem zkoumat aktivitu pldnich
mikroorganismt na zaklad¢ detekce mnozstvi uvolnéného CO, pidni respiraci. Na zakladé
literarni reSerSe tak byly porovnany rizné metody detekce mnozstvi uvolnéného CO». Prvnim
uspofadanim experimentu byla metoda uzavienych inkubac¢nich naddob, kdy se uvolnény oxid
uhli¢ity sorbuje do NaOH ve vialkach a kvantifikace CO> probihala titraénim stanovenim. Dalsi
moznosti je namisto vialky vlozit do inkubacnich nadob kyvetu s agarovym gelem a mnozstvi
sorbovaného CO; stanovit kolorimetrickou metodou. Druhé vyuzité uspotadani experimentu
pro studium vlivu biouhlu a NPK na miru pidni respirace bylo sestaveni dynamického
inkuba¢niho systému, kde dochazelo ke kontinualnimu pratoku tlakového vzduchu skrz
aparaturu, a uvolnény CO: se rovnéz sorboval do NaOH o definované pocatecni koncentraci.
Vyhodnoceni probihalo nepiimou titraéni a konduktometrickou metodou.

41



6.2.1 Kolorimetricka metoda

Kolorimetricka technika méteni kvantifikuje ptidni respiraci a fyziologické profily mikrobialni
komunity pomoci barevné zmény indikatorového barviva (kresolova Cerven) v agarézovém
gelu, ktery reaguje na zménu pH zpisobenou zachycenim COz v hydrogelu. Ur¢it miru padni
respirace pomoci kolorimetrické metody zahrnovalo proméfeni absorbance piipravené sady
gelt (100-1000 pl CO2) na UV-VIS spektrometru. Piipraveny ruzovy agarovy gel (barva
kresolové Cervené v alkalickém prostiedi) po absorpci CO2 zméni svou barvu pies oranZovou
az na vyslednou Zlutou barvu, coz se projevi na méfené absorbanci. Absorpcni spektrum
ukazuje Obrazek 10, kde pozorujeme charakteristicky absorpéni vrchol pii 572 nm
a s rostoucim mnozstvim CO2 (ppm) absorbance klesa.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 - ——3174 ppm
O = 4540 ppm
0 4
8 & 6011 ppm
S04 - —7225 ppm
§ 10741 ppm
< 0,3 1 10242 ppm
0,2 -
0,1 -
0 T T T T T T
500 520 540 560 580 600 620 640
A (nm)

Obrazek 10: Absorp¢ni spektrum pro gely s riznym mnozstvim CO>

Kalibraéni krivka kolorimetrické metody

K sestaveni kalibra¢ni kiivky pro kolorimetrickou detekci byla proméfena sada gelt
0 koncentracich 100-1000 pl COg, ptidaného pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky do kyvet,
které byly uzavieny vickem a utésnény parafilmem. Proméfena absorbance na UV-VIS
spektrometru slouzila k sestaveni kalibracni kiivky zédvislosti absorbance na koncentraci CO>
(Obrazek 10).
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Obrazek 11: Kalibraéni kfivka zavislosti absorbance na koncentraci CO>

Naméifend data jednotlivych absorbanci gelti o riznych koncentracich CO. byla odlisna
pfi opakovaném méfeni nebylo mozné dosdhnout dobré opakovatelnosti pfipravy kalibracni
kiivky. Pti¢inou mohla byt nehomogenita samotnych agar6zovych geli, a také nehomogenita
vzorki pii prostupu CO2 skrze cely gel v kyveté (viz Obrazek 12). V ¢ase totiz nedochazelo
K probarveni celého gelu, ale vznikaly zde ,,zOny“, které plné¢ zménily barvu na Zlutou,
a zaroven zustavaly oblasti bez viditelné zmény zbarveni z piivodniho rtizového odstinu.
Lepsiho probarveni a homogenity pfipravenych indikatorovych geli by bylo patrné mozné
dosdhnout snizenim koncentrace agardzy v pouzitém gelu (¢imz by klesla viskozita pouZitého
agardzového gelu) nebo realizaci tohoto experimentu v tenké vrstveé, ktera by byla nasledné
analyzovana pomoci UV-VIS spektrometru. Z vyse uvedenych divodu nebyla kolorimetricka
metoda pouzita k dalsimu pozorovani posouzeni vlivu biouhlu na pidni respiraci, a v dalsich
experimentech bude vyuzito pouze titratni a konduktometrické stanoveni v dynamické
inkubacni aparatute. I pfes vySe diskutované problémy Ize konstatovat, Ze optimalizace této
kolorimetrické metody piedstavuje pomérné zajimavy nameét pro navazujici zavére¢né prace.
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Obrazek 12: Prostupujici CO2 kyvetami s agaréozovym gelem

6.2.2 Kalibracni zavislost konduktometrické metody

P#i absorpci CO2 do alkalického roztoku se spotiebovavaji ionty OH™ a vznikaji ionty CO3>
s mensi pohyblivosti, coz zptisobuje pokles mérné vodivosti roztoku [112]. Z tohoto divodu je
mozné vyuzit konduktometrickou metodu pro stanoveni obsahu absorbovaného CO> v roztoku
NaOH o ptesné koncentraci. Pred vlastnim méfenim bylo nejdiive potieba zméfit kalibracni
zévislost. Kalibra¢ni kiivka byla ziskdna méfenim mérné vodivosti v riiznych pomérech
standardnich roztoktt 1M NaOH a 0,5M Na>CO3z a vynesena do grafu (Obrazek 13). Pomoci
naméfenych hodnot vodivosti v mS/cm bylo nasledné stanoveno absorbované mnozstvi CO2
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Obrazek 13: Graf zavislosti uvolnéného mnozstvi CO2 na konduktivité roztoku
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6.2.3 Piudni respirace metodou uzavienych nadob

Pidni respiraci dochazi k uvoliiovani oxidu uhli¢itého, ktery v inkubacni nadobé reaguje
S hydroxidem sodnym obsazenym ve vialce za vzniku uhli¢itanu sodného, ¢imz dochazi
k poklesu koncentrace NaOH. Pfi stanoveni mnozstvi CO2 uvolnéného v disledku pidni
respirace byl nejdiive vznikly uhli¢itan sodny pomoci roztoku chloridu barnatého vysrazen
na nerozpustny uhli¢itan barnaty. Zbytkovy hydroxid sodny byl nésledné¢ stanoven
acidobazickou titraci pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové za soucasného pouziti
fenolftaleinu jako acidobazického indikatoru. Hydroxid sodny se kromé reakce s oxidem
uhli¢itym uvolnénym pidnim dychdnim miZze spotfebovat na reakci se vzdusnym oxidem
uhli¢itym, ktery je pfitomny v uzaviené nadobé na pocatku experimentu, a proto byl
do experimentu zahrnut jesté tzv. slepy vzorek, kde je vynechana puda, u kterého latkové
mnozstvi spotiebované¢ho hydroxidu pokryva pravé tento efekt.

K vyuziti dynamické metody pudni respirace diskutované v kapitole 2.3.5 bylo nejdiive tieba
overit vliv vysusSeni plidy v susarné a jeji opétovné rehydratace na mnozstvi uvolnéného CO,
a tedy miru pudni respirace pomoci uzavienych inkubaénich nddob. Tento experiment slouzil
Kk posouzeni, zda je mozné porovnavat vzorky stejné pudy, které projdou procesem vysuseni,
a které se 1isi v dobé od jejich vzorkovani. Mnozstvi vody v piad¢ je klicové pro spravné
fungovani mikroorganismu, a tudiz byly ob&é pudy navlhéeny vzdy na 60 hm.% jeji sorpcni
kapacity. Z grafu (Obrazek 14) je patrné, Zze opétovné navlhéeni vysuSené pidy zplsobuje
znaény narust pudni respirace oproti pude Cerstvé odebrané, coz miize byt zplisobeno nartistem
mikrobidlni mineralizace diky vyplaveni rozpusténych latek v cytoplazmatické membrané
z bunék znic¢enych osmotickym Sokem pfi vysychani [98].
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Obrazek 14: Graf zavislosti uvolnéného mnozstvi CO2 na ¢ase
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U vysusené a opétovné rehydratované pudy se vyrazné zvysila mira mikrobialni aktivity (modré
sloupce) v porovnani s Cerstvé odebranou ptidou, jelikoz je nastartovani mikrobialnich pochodu
rehydratované pidy vyrazné€j$i nez pro Cerstvou pudu, u které nedoslo k zddnému naruseni
mikroorganismti vysuSenim. Jestlize dojde k vysuseni pidni vody, metabolicka aktivita
mikrobidlnich druhl se snizi, ovSem po opctovné hydrataci pidy dochazi k markantnimu
nariistu, coz ma za nasledek zvySené pidni dychani a mineralizaci zivin. Suseni pidy navic
snizuje mobilitu rozpusténych latek a enzymu. Nasledné prevlhéeni spousti dle literatury [114]
kaskadu reakci, mobilizuje uhlikem fyzicky chranéné agregaty a zvySuje metabolické
a enzymatické aktivity, coz vSe zvySuje mineralizaci ptidni organické hmoty.

Tento trend je markantni v kratkodobém horizontu sledovani pudni respirace, a proto Ize
predpokladat, ze po del§im ¢asovém useku bude Cerstva pida vykazovat vyssi aktivitu ptidnich
mikroorganismd, jelikoZ pomine prvotni reakce na rehydrataci vysusené pudy. Z tohoto diivodu
Ize v del$im ¢asovém intervalu predpokladat lepsi vysledky pro ¢erstvé odebranou ptidu, a tudiz
je tato pida vybrana pro nasledné respira¢ni experimenty v dynamické inkubacni aparatuie.
Zaroven bude cerstva puda vhodnéjsi k simulaci redlnych podminek v zeméd¢€lské pudé
a pro posouzeni vlivu piidavku pidnich kondicionéri na mikrobialni pochody v pude¢.

6.2.4 Dynamicky inkubac¢ni systém

Dynamicky inkubacni systém byl zvolen ke studiu miry ptidni respirace a pro posouzeni vlivu
vybranych ptdnich doplnkl (biouhel, NPK...), jelikoZz umoziiuje realizovat experiment
Vv del$im Casovém horizontu pii konstantnich okolnich podminkach. Mnozstvi uvolnéného
oxidu uhlic¢itého, ktery byl béhem kultiva¢niho experimentu sorbovan do roztoku NaOH, bylo
nasledné stanoveno pomoci titraéni a konduktometrické metody, které byly na zékladé
predchozich optimalizaénich kroki zvoleny jako nejvhodnéjsi detek¢ni metody.

Porovnani titra¢ni a konduktometrické metody

Vysledky kumulativnich méfeni uvolnéného mnozstvi CO:2 (sestavené za vyuZiti
konduktometrické kalibra¢ni kiivky pomoci rovnice 1) pro Cerstvé odebranou pidu ukazuje
Obrazek 15. Z trendu je patrné, Ze s casem dochazi k naristu mnozstvi CO2, a tedy 1 miry plidni
respirace. Pro titracni metodu je prubéh témér identicky s metodou konduktometrickou.
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Obrazek 15: Zavislost uvolnéného mnozstvi CO2 na ¢ase pro ¢erstvou pidu

Mnozstvi oxidu uhli¢itého uvolnéného z pidy béhem experimentu naristd témet linearné.
V dusledku delsi prodlevy mezi méfenim v 5. a 7.tydnu lze pozorovat mensi ustaleni rostouciho
trendu. Tento trend si Ize vysvétlit tim, ze po delsi dobé dojde k nasyceni hydroxidu sodného
V aparatufe inkubacniho systému a uvolfujici se oxid uhlicity se jiZ nesorbuje v takovém
m¢éfitku, tudiz nedochazi k linearnimu narGstu kiivky, jak tomu je na zacatku a na konci
experimentu. Linearni rychlost bazalniho dychani pidy je podle literatury [115] spojena
s rozkladem organického uhliku, coz odrazi aktivni mikrobialni biomasu, ktera slouzi jako
indikétor pidni respirace.

Ziskana data ukazuji, ze konduktometrickd i titracni metoda poskytuji obdobné vysledky
pti kvantifikaci ptidni respirace, jsou tedy vhodné a snadno pouzitelné pro analyzu uvolnéného
CO2 vpidé. Obe tyto metody tedy slouzily ke stanoveni mnoZstvi sorbované¢ho CO2
vV dynamickém inkuba¢nim systému pro méteni aktivity ptdnich mikroorganismu s pfidavkem
biouhlu a hnojiva NPK.

Vliv pridavku biouhlu na respiraci rehydratované pudy

Nejdiive byl zkouman vliv ptidavku biouhlu na miru mineralizace organické hmoty pro ptadu
vysusenou V susarné a opé€tovné navlhéenou. Obrazek 16 ukazuje navyseni rychlosti pidni
respirace vlivem uvoliiovani CO2 u pidy oSetfené biouhlem, jak je zfejmé z Cervenych bodu.
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Obrazek 16: Rychlost pudni respirace pro vysuSenou pidu a pidu S pridavkem biouhlu
stanovend pomoci dynamického inkubacniho systému titraéni metodou

Vliv biouhlu je patrny jiz z po¢atku inkubaéniho experimentu a s piibyvajicim ¢asem se rozdil
prohlubuje. Dlouhodoba aplikace biouhlu mize vést ke zvySenému ukladani uhliku v pudg,
protoze komplexni aromatické a alifatické slouceniny jsou odolné vici mikrobialni degradaci.
Ziskana data koreluji s publikovanou literaturou [116], kdy vysoce porézni charakter biouhlu
ajeho velkd plocha poskytuji Gtocisté pro pldni biotu a tyto vlastnosti rovnéZz souviseji se
zvySenou kapacitou zadrzovani vody, ¢imzZ biouhel zvysuje aktivitu ptudnich mikroorganismi
a miru padni respirace. Tato zjiSténi naznacuji, ze aplikace biouhlu ma potencial pozitivné
ovlivnit aktivitu pidnich mikroorganismii a muze tak ovlivnit proces mineralizace uhliku
v pidé dusledkem zmén jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Vliv rehydratace pidy

Zésadni roli pfi studiu vlivu biouhlu na mikrobialni pochody v ptid¢ hraje vlhkost ptady, ktera
byla pro experiment zvolena na 60 hm.% jeji sorpcni kapacity. Byl vSak zkouman dopad
na miru pudni respirace pro pudu vysuSenou v susarné a opétovné navlhéenou, a pro pidu
Cerstvé odebranou. Obé tyto pudy byly oSetieny dvojnasobnou davkou (40 g/kg) biouhlu
V porovnanim S konvencni davkou biouhlu pridavaného v zeméedélstvi, ktera ¢ini 20 g/kg.
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Obrazek 17: Rychlost ptudni respirace pro vysusenou a Cerstvou pudu s ptidavkem biouhlu
stanovena pomoci dynamického inkubaéniho systému titraéni metodou

Obrazek 17 dokazuje, Ze Cerstva pida uvoliiovala v prub&hu experimentu vEétsi mnozstvi oxidu
uhli¢itého v porovnani s pudou vysusenou. U vysusené pudy z kratkodobého hlediska
na pocatku experimentu pozorujeme, ze mikrobialni dychani indikované emisemi CO: je
obdobné (nebo i mirn€ vyssi) jako u Cerstvé pidy, coz je pficitano zvySenému mnozstvi snadno
dostupného uhliku pro mikroorganismy jako kratkodobého zdroje energie (pocatecni faze
inkubace). V dlouhodobém casovém métitku tedy pozorujeme jisté ustaleni uvoliujiciho se
COg, zatimco u pudy Cerstvé dochazi nadale k ristu emise CO2. S timto jevem mize souviset
zkoumany fakt [96], Ze opétovné navlh¢eni pudy zpisobi mobilizaci stabilniho ptidniho uhliku
a snizuje dlouhodobé ukladani ptidniho uhliku.

Utinky prosévani, suseni a opétovného navlhovani piidy mohou vyvolat vyznamné zmény
aktivity pidnich mikroorganisml a ovlivnit sloZeni mikrobidlni biomasy. Ve vysuSenych
pidach muze dojit v disledku nahlych zmén vlhkosti ke snizeni ptdni respirace. Navzdory
tomu se ve dfive provedeném experimentu [117] ukazalo, ze opétovné zavlazovani pudy
vykazuje minimalni i¢inky na mikrobialni komunity. S touto studii koresponduji nami ziskané
vysledky pfi pohledu na ptidni respiraci do 35. dne (Obrazek 17), kdy jsou rozdily mezi Cerstvou
a vysusenou pudou témét zanedbatelné. Po delSim casovém useku jiz pozorujeme markantni
rozdil, jelikoz mira pidni respirace pro Cerstvou pildu oSetfenou biouhlem neustéle linearné
narQsta, zatimco vysusSend puda vykazuje mirnou stabilizaci mikrobialnich procesti v pudé.
Stejny trend vychézel rovnéz pro stanoveni konduktometrickou metodou, jehoz graf se nachézi
v ptiloze (Pfiloha 1).
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Vliv piidavku biouhlu a kombinace biouhlu s NPK

Nasledné byla sledovana mira pudni respirace ovlivnéna definovanym piidavkem biouhlu
(40 g/kg) a rovn&z kombinaci biouhlu s hnojivem NPK (konvenéni mnozstvi 20 g/m?)
na aktivitu ptudnich mikroorganismi zvoleného vzorku pudy. Konven¢ni hnojivo NPK, které
se obvykle vyuziva v zemédélstvi, ma stejné jako biouhel za ukol napomahat pidni respiraci
a zvysit aktivitu mikrobidlnich pochodt v pide v disledku navySeni obsahu ptdnich Zivin.
Nameéfena data byla pro srovnani vlozena do grafu s ptidou bez piidavku biouhlu (Obrazek 18).
Z grafické zavislosti je patrny zna¢ny nartist mnozstvi CO2 plidni respiraci v obou ptipadech
pudy, ktera byla oSetiena témito pidnimi dopliky (biouhel, NPK).
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Obrazek 18: Rychlost ptidni respirace pro samotnou cerstvou pudu, s ptidavkem biouhlu
a kombinace biouhlu s NPK stanovena pomoci dynamického inkubaéniho systému titracni
metodou

Puda osetfena pouze biouhlem a v kombinaci s hnojivem NPK vykazuje linearni trend
v produkci uvoliovani CO, zatimco u pady bez piidavku pudnich doplnka dochazi k mirnému
ustaleni emise CO: jiz po 20.dnu inkubacniho experimentu. Pfidavek biouhlu spolecné
s hnojivem NPK nevykazuje o¢ekavany synergicky efekt (Obrazek 18), ovSem stejné tak jako
pro pudu s piidavkem samotného biouhlu se projevuje zna¢ny narist mnozstvi uvolnéného
COz. Vysledky jsou v souladu s diive pozorovanym zjisténim [118], Ze povrch biouhlu
poskytuje vhodné utoCist¢ pro mikroorganismy a dostupné Ziviny vyvolavaji zmény
mikrobidlniho slozeni v piidé€, s ¢imz souvisi nartist rychlosti piidni respirace. Graf stejné
zavislosti pro konduktometrickou metodu se nachazi v ptiloze (Ptiloha 2), pro ktery plati tentyz
vysledek se shodnymi zavéry, jako u zde komentované titraéni metody.
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6.2.5 Shrnuti dat z respira¢nich experimentii

Pomoci metody nejmensich ¢tvercu byla uréena kinetika titra¢ni a konduktometrické metody
pro srovnani namétenych dat z inkubac¢niho experimentu. Pfima konduktometrickd metoda
vykazuje zejména pfi aplikaci biouhlu vyrazné vyssi kinetiku v porovnanim s neptimou titra¢ni
metodou, jak znazornuje Tabulka 6.

Tabulka 6: Mira kinetiky titra¢ni a konduktometrické metody

Vzorek Titra¢né Konduktometricky
Vysusena puda 0,179 +£ 0,017 -
Vysus$ena pida + biouhel 0,155 + 0,009 0,185 + 0,005
Cerstva pida 0,238 + 0,023 0,232 + 0,015
Cerstva puda + biouhel 0,296 + 0,006 0,502 + 0,005
Cerstva pada + biouhel a NPK 0,276 + 0,006 0,464 + 0,008

V ramci shrnuti naméfenych vysledkt byla experimentalni data dle publikace [119] proloZena
kinetickym mocninnym modelem (,,power law*), aby bylo mozné porovnat kinetiku ptdni
respirace na zakladé definované rychlostni konstanty procesu. Cim vyssi rychlostni konstanta
(K), tim rychlejsi proces mineralizace pudni organické hmoty a vy$§i mira ptidni respirace.
Vypocitané hodnoty rychlostnich konstant (a rovnéz druhého parametru m pouzitého
teoretického modelu) pro titracni i konduktometrické stanoveni shrnuje Tabulka 7. Kinetické
parametry vypoctené pomoci mocninného modelu (,,power law*) pro titra¢ni stanoveni ukazuji
nejvyssi hodnoty rychlostni konstanty pro cerstvou pidu s pifidavkem biouhlu, coZz vypovida
0 nejvyssi aktivit¢ mikroorganisma Vv padé€. Pro tuto ptudu byly nejvyssi hodnoty vypocitany
rovn&Z pro konduktometrickou metodu, a tedy pfidavek biouhlu do Cerstvé pidy znamena
nejvyssi miru mineralizace ptidni organické hmoty.

U titra¢ni metody byla dle rychlostni konstanty vyssi produkce CO2 pro rehydratovanou pudu
s pfidavkem biouhlu nez u metody konduktometrické. Metoda konduktometricka vykazovala
naopak vys$si miru mineralizace ptdni organické hmoty pro ¢erstvou ptdu s piidanim biouhlu
a hnojiva NPK nez metoda titracni, coz se opét projevilo na vyssich hodnotach rychlostnich
konstant. Vysvétlenim pozorované vyssi rychlosti pidni respirace u pudy osetiené davkou
biouhlu a NPK muze byt ovlivnéni fyzikdlné-chemickych vlastnosti ptidy, které mohou mit
dopad na ¢innost mikroorganismu v pudg.

Tabulka 7: Rychlostni konstanty titraéni a konduktometrické metody

Titra¢né Konduktometricky
Vzorek
K (den™) m (-) K (den™) m (=)
Vysusena pada 0,054 + 0,022 1,303+0,112 -
Vysu$ena puada + biouhel 0,189 + 0,063 0,828 + 0,042 0,307 + 0,032 0,894 + 0,042

Cerstvé piida 0,123+ 0,066 0,939+0,074 0,236 +0,056 0,943 +0,074

Cerstva ptida + biouhel 0,223+0,021 1,190+0,044 0,429+0,026 1,034 +0,044

Cerstva piida + biouhel

a NPK 0,180 + 0,0131

1,275+ 0,042 0,367 +0,020 1,125+ 0,042
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Vysledky obou metod vykazuji podstatné rozdily v hodnotach rychlostnich konstant, kdy
konduktometricka metoda ma vysledné rychlostni konstanty az dvojnasobné vyssi nez metoda
metody a pfimé konduktometrické metody. Ptidavek biouhlu vSak u obou metod zapfticinil
zvyseni uvoliiovani CO2, coz vedlo k vyssi rychlosti mineralizace pudni organické hmoty.
Kineticky model vysoce koreluje s daty ziskanymi metodou nejmensich ctverct, kde rovnéz
aplikace definovaného mnozstvi biouhlu nejvice navySila produkci CO», a tedy lze
predpokladat, ze ma biouhel potencial pozitivné ovlivnit miru pidni respirace a zvysit aktivitu
pudnich mikroorganismu.

6.3 Charakteristika pidy s pridavkem biouhlu po ukoné¢eni inkubacniho
experimentu

Me¢teni pudni respirace v dynamické aparatufe trvalo 10 tydnti. V ramci této ¢asti experimentt
bylo cilem posoudit, jestli doslo v prib&hu experimentu k ovlivnéni zakladnich fyzikalné-
chemickych charakteristik modelové pidy Fluvizemé. Z tohoto divodu bylo po ukonceni
inkuba¢niho experimentu opét zméteno pH a konduktivita z vyluhti pudy po inkubaci.
Nasledné byl rovnéz pomoci termogravimetrické analyzy uréen obsah organického podilu
a popela vzorku pud a vysledky byly porovnany s ptidou na po¢atku experimentu.

6.3.1 Stanoveni pH

Naméiené pH pidy na zacatku experimentu bylo nasledné pro porovnani zméfeno i na konci
inkubaéniho experimentu (Tabulka 8), jelikoz mohlo v prib&éhu inkubace V sestavené
dynamické aparatute dojit ke zméné charakteristik ptidy.

Tabulka 8: Naméfené hodnoty pH Cerstvé pudy pted a po inkuba¢nim experimentu

Vzorek pH (-)
Fluvizem pied inkubaci 7,427 + 0,003
Fluvizem + biouhel po inkubaci 7,417 +0,012
Fluvizem +biouhel + NPK po inkubaci 7,517 £ 0,006

Hodnoty pH ptd pfed a po inkubac¢nim experimentu se t¢émét nezmenily a vyznacuji se nadale
neutrdlni povahou. S tim souvisi fakt, Ze vzorek biouhlu nezménil charakteristiky pH pidy
po aplikaci, a tedy ztohoto hlediska nevykazuje vyrazné dopady na aktivitu pudnich
mikroorganismi. Kombinace biouhlu s hnojivem NPK rovnéz vyrazn¢ nezménila hodnoty pH
pudy v priibéhu inkubace, a tedy nelze v ramci této charakterizace predpokladat zesileni ucinku
pusobenim hnojiva NPK.

6.3.2 Stanoveni konduktivity

Zna¢éné rozdily v ramci méfeni konduktivity vykazuji vysledné hodnoty konduktivity pad
(Tabulka 9), kdy se vyznamné navysila pivodni konduktivita ptdy zhruba 4x. Tyto vysledky
naznacuji vyrazny dopad aplikace biouhlu na obsah nizkomolekularnich latek v pidé (pidni
salinitu) na mikrobialni procesy v pidé¢, a s tim spojenou pidni respiraci.
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Pridavek hnojiva NPK v kombinaci s biouhlem zptsobil rovnéz podstatnou zménu, kdy nartst
konduktivity je vice nez 7x vétsi nez pro samotnou pudu. Tento vyrazny nariist naznacuje vyssi
obsah rozpustnych zivin v piidé po aplikaci hnojiva NPK, coz mlze mit v delSim ¢asovém
horizontu pozitivni vliv na miru pidni respirace, a v kombinaci s biouhlem by mohlo dojit
k o¢ekavanému synergickému efektu, kterého se v této praci nepodafilo dosdhnout
pravdépodobné z diivodu kratsiho Casového intervalu.

Tabulka 9: Naméiené hodnoty konduktivit pidy pied a po inkuba¢nim experimentu

Vzorek Konduktivita (uS/cm)
Fluvizem pied inkubaci 20,10 £0,02
Fluvizem + biouhel po inkubaci 80,22 + 0,08
Fluvizem +biouhel + NPK po inkubaci 146,92 +£ 0,21

6.3.3 Termogravimetricka analyza (TGA)

V ramci charakteristiky ptdy Fluvizem vyuzité pro inkubacni experiment byla provedena
termogravimetrickd analyza k porovnani obsahu organického podilu pfed inkubaci bez
pfidavku biouhlu, po Kultivaci s pfidavkem definovaného mnoZstvi biouhlu a nasledné
kombinace biouhlu s hnojivem NPK.

Tabulka 10: Naméiené hodnoty TGA pro pudu pfed a po inkuba¢nim experimentu

Obsah vlhkosti  Organicky podil Obsah popela

Vzorek (hm.%) (hm.%) (hm.%)
Fluvizem pied inkubaci 1,21 4,54 94,24
Fluwze_m + blo_uhel 1,24 5,31 93,46
po inkubaci
Fluvizem + biouhel + NPK 1,20 5,45 93,35
po inkubaci

Vysledky zobrazuje Tabulka 10, kde 1ze pozorovat nepatrny narust organické hmoty v ptdé
obohacené o biouhel oproti pivodni plid¢, zaptic¢inény aplikaci biouhlu a jeho schopnosti
zvySovat pidni organickou hmotu. Nelze ovSem potvrdit ani vyvratit, zda dochazi k tbytku
pudni organické slozky v dasledku ptidni respirace. Lze ovSem piedpokladat, ze takovy proces
by se projevil az v delSim casovém horizontu, ve kterém by bylo mozné teprve pozitivni €¢inky
spojené S aplikaci biouhlu posoudit. Rozdil v podilu organické ¢asti mezi ptidou s biouhlem
a ptdou s kombinaci biouhlu a hnojiva NPK po inkubaci je minimalni, stejné tak jako obsah
popela. Z téchto vysledku tedy nelze jednoznacné urcit zesileni miry ptdni respirace pridanim
hnojiva NPK k biouhlu.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat vhodnou metodiku vyuzitelnou pro posouzeni
vlivu aplikace biouhlu na aktivitu pidnich mikroorganismi prostiednictvim méfeni padni
respirace. Tato metodika v kombinaci s inkuba¢nimi experimenty byla vyuzita pro posouzeni
vlivu vybranych ptidnich doplnki (biouhel, NPK) na aktivitu ptidnich mikroorganismui zvolené
modelové pidy (Fluvizem).

Prvotnim zamérem bylo proméfit zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky vybrané
reprezentativni pidy (Fluvizem) a biouhlu (Zera) pied vlastnim inkubac¢nim experimentem.
Z vyluhu ptdy a biouhlu bylo méfeno nejdiive pH. Neutralni povaha pidy i biouhlu znamena,
ze aplikace pouzitého kompostovaného biouhlu do pudy nebude ménit vysledné pH pudy.
Nasledné byla méfena mérna vodivost, kde jiz byly vyraznéjsi rozdily mezi biouhlem a ptidou.
Namétfené hodnoty konduktivity biouhlu byly témét 6x vyssi nez pro vzorky pidy, z ¢ehoz
vyplyva moznost vyluhovéni potfebnych zivin do ptidy a v dsledku pozitivni vliv na urodnost
rostlin, zdravi pidy aaktivitu plidnich mikroorganismti. Pomoci termogravimetrické
a elementarni analyzy bylo néasledné¢ naméteno mnozstvi organického, anorganického podilu
a slozeni organickych prvki (C, H, O, a N) pro modelovou ptdu i vzorek biouhlu. Vysledky
ukazuji spise na nizsi obsah organického podilu (33,17 %) biouhlu, stejné tak jako obsah uhliku
(25,41 %), coz mize souviset s druhem vstupni biomasy, podminkami pyrolyzy pii vyrobé
biouhlu a zejména post-pyrolyznim kompostovanim vyrobeného vzorku biouhlu s rostlinnou
biomasou. Po jeho aplikaci do pidy a ukonceni inkubaéniho experimentu vsak byly vSechny
fyzikéalné-chemické charakteristiky znovu proméfeny a ukézalo se, Ze biouhel témét nezménil
vysledné pH pudy ani celkovy obsah organického podilu. Doslo vsak k vyraznéjsimu narustu
konduktivity (téméf 4x) a v kombinaci shnojivem NPK byl narist jest¢ markantngjsi
(témét 7x), s ¢im souvisi schopnost biouhlu vyluhovat potiebné makroziviny i mikroziviny
obsazené v jeho struktufe po aplikaci do pudy.

Pudni respirace je jednim z nejvice vyuZzivanych parametrd pro stanoveni Grovné aktivity
pidnich mikroorganismd, a tudiz lze z méfeni vyvoje CO2 posoudit celkové zdravi a kvalitu
pudy. Z téchto diivodi bylo v ramci experimentalni ¢asti méteno mnozstvi CO2 Vv inkubacnich
experimentech, nejdiive pomoci metody uzavienych nadob. Zde byl zkouman vliv opétovného
navlhceni vysuSené piidy a porovndvan s ptidou Cerstvé odebranou. Z nadobovych experimentt
byl ur¢en dusledek rehydratace vysusené pudy, ktery vykazoval v ramci kratkého ¢asového
intervalu (14 dnli) znacny narist produkce COz. Opétovnym navlhc¢enim vysuSené pudy
dochdzi k vyraznému nastartovani mikrobialnich pochodt v ptid€. V delSim ¢asovém horizontu
byla vsSak v navazujicim experimentu zjiSténa postupna sStabilizace aktivity pudnich
mikroorganismil.

Pro navazujici laboratorni experiment byla sestavena dynamicka inkubacni aparatura, kde byla
rychlost emise CO2 spojena s mikrobialnim rozkladem ptidni organické hmoty métfena pomoci
dvou raznych metod. Ob¢ tyto metody jsou zaloZené na absorpci uvolfiujiciho se CO2 ptdni
respiraci do roztoku NaOH v sestavené aparature. Metody se lisi zpusobem kvantifikace
absorbovaného COo, které bylo stanoveno nepiimo titraéné a konduktometricky.
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Vysledky vzdjemného srovnani obou metod realizované nejdiive na Cerstvé pudé pii délce
experimentu 72 dnti ukazaly, ze techniky absorpce COz titra¢ni nebo konduktometrickou cestou
poskytly prakticky stejné informace a vysledky obou téchto méfeni spolu vysoce korelovaly.
V piipad¢ delSiho trvani experimentu, respektive pfi vyssich uvolnénych mnozstvich COg, jiz
bylo konduktometrickou metodou detekovano vétsi mnozstvi CO2, coz patrné souvisi
s posunem V kalibracni kiivce u této metody a stdva se tak namétem pro navazujici vyzkum.

Na zéklad¢ realizace téchto laboratornich experimentti byl posuzovan vliv piidavku samotného
biouhlu a biouhlu v kombinaci s hnojivem NPK na aktivitu pidnich mikroorganismu. Ziskané
vysledky potvrzuji pozitivni vliv aplikace biouhlu na miru pudni respirace, coz mize byt
mikrobialnimu rozkladu, a zvySuje ukladani organického uhliku v ptidé€. Pro zesileni efektivity
aplikace biouhlu bylo nasledné pfidano rovnéz konvencni mnozstvi hnojiva NPK. Namétena
data byla témét identicka a nedochazelo k nartstu produkce CO2 pudni respiraci ve spojeni
NPK s biouhlem. V obou piipadech se vSak ukazalo, ze ptidavek biouhlu napomaha pudni
respiraci, a tim dokaze zlepsit kvalitu pady a dlouhodobou sekvestraci ptidniho uhliku, coz bylo
prokéazano rovnéz prolozenim experimentalnich dat kinetickym mocninnym modelem.

Zavérem je nutné podotknout, Ze je mnoho aspektli ovlivitujici méfeni uvoliujiciho se CO2
pidni respiraci za laboratornich podminek. Jen malo ze studii této problematiky bylo provedeno
v terénu, kde obvykle interaguje vétSi mnozstvi faktorti ve srovnani s laboratornimi
podminkami. Téma jednoznac¢né vyzaduje dalsi vyzkumy, které je tfeba provést s ohledem
na specifické typy biouhlu a druhy pid. Dal$im aspektem, ktery je tieba zvazit, je doba trvani
ucinku biouhlu a jeho aplika¢ni davka. Celkové vsak byl prokazan pozitivni vliv aplikace
biouhlu na miru pidni respirace a aktivitu mikroorganismil v ptidé.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka Vyznam

GC plynova chromatografie (gas chromatography)

hm.% hmotnostni procenta

K Kelvin

MS hmotnostni spektrometrie (molecular
spectroscopy)

NPK hnojivo obsahujici anorganické slouceniny

s obsahem dusiku, fosforu a drasliku

pum mikrometr

pH potencial vodiku

S.r.o. spole¢nost s ru¢enim omezenym

TGA termogravimetricka analyza

ZERA zemé&délska ekologicka regionalni agentura
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PRILOHY
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Piiloha 1: Rychlost plidni respirace pro vysuSenou a cerstvou pldu s ptidavkem biouhlu
stanovena pomoci dynamického inkuba¢niho systému konduktometrickou metodou
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Priloha 2: Rychlost plidni respirace pro samotnou cerstvou pudu, s ptidavkem biouhlu

a kombinace biouhlu s NPK

stanovena pomoci dynamického inkubacniho systému

konduktometrickou metodou
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