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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci metodiky sekvencni chemické frakcionace
na humeomika, aby byla vyuzitelnd k ureni obsahu a distribuce organické hmoty
a organickych prvkl v padeé. Nasledné je takto optimalizovana metodika vyuzita k posouzeni
vlivu aplikace lignitu jakozto pudni podpirné latky na tyto sledované pudni charakteristiky.
K témto ucelim byly tii zdrojové matrice organické hmoty (lignit, ptida a ro¢ni odbér pudy
po aplikaci lignitu) frakcionovany metodou sekvencni chemické analyzy. Soubézné byly tyto
vzorky podrobeny klasické alkalické extrakci, kterou byl ziskdn tzv. extrahovatelny podil
organické hmoty (NOM). Jednotlivé frakce z chemické sekvencni frakcionace a rovnéz
vzorky NOM byly charakterizovany metodami elementarni analyzy (urCeni zastoupeni
organicky prvkl), termogravimetrie (obsah popela, organické hmoty a vlhkosti) a FTIR
spektrometrie (strukturni analyza).

Vysledky ziskané z velké skaly dat ze vSech vyizolovanych frakci humeomik a NOM
ukézaly, ze metodika sekvencni chemické frakcionace poskytuje vyssi vytézky organické
hmoty v porovnani s klasickou alkalickou extrakci. Dalsi nespornou vyhodou je rovnéz fakt,
ze ziskané frakce rozdélené podle rozpustnosti a sily vazby na pudni anorganiku je mozné
1épe charakterizovat fyzikalné-chemickymi metodami, coz poskytuje detailnéjsi informaci
o pudni organické hmoté. Z vysledki prace rovnéz vyplyva, ze aby lignit jako podptrna latka
mohl znateln€ ovlivnit vlastnosti pady, bylo by zapotiebi delSiho Casového horizontu
pro vykonani vice odbért, a také opakovani jednotlivych frakcionaci.

KLICOVA SLOVA

puda, lignit, organickda hmota a jeji distribuce, aplikace podparné latky, humeomika,
sekvencni chemicka frakcionace, elementarni analyza, termogravimetricka analyza, FTIR
spektrometrie



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on optimization of sequential chemical fractionation method to
humeomics in order to be useful for determination of organic matter content and distribution
and also organic elements in soil. Subsequently, the optimized method is used to assess the
efect of lignite application as soil support on these soil characteristics. For these purposes,
there were three source matrices of organic matter (lignite, soil and annual soil extraction after
lignite application) fractionated by sequential chemical analysis. In parallel, these samples
were also fractionated by classic alkaline extraction to obtain the so-called extractable fraction
of organic matter (NOM). Individual fractions from sequential chemical fractionation as well
as NOM samples were characterized by methods of elemental analysis (determination of
organic elements), thermogravimetry (contents of ash, organic matter and moisture) and FTIR
spektrometry (structural analysis).

The results obtained from a large range of data from all humeomics fractions and NOM
fractions showed that the method of sequential chemical fractionation gives higher yields of
organic matter compared to classic alkaline extraction. Another indisputable advantage is the
fact that the obtained fractions divided according to solubility and strenght of binding to soil
inorganics can be better characterized by physical-chemical methods, which provides more
detailed information about soil organic matter. The results of the work also show that in order
for lignite as a support substance to significantly affect soil properties, a longer time, multiple
sampling and repetition of individual fractionations would be needed.

KEY WORDS

soil, lignite, organic matter and its distribution, application of supporting substances,
humeomics, sequential chemical fractionation, elementary analysis, thermogravimetric
analysis, FTIR spectrometry
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1 UVOD

Pudy jsou sloZeny z mineralnich a organickych Castic riznych rozmért, které jsou usporadany
v pudni matrici. Toto uspofadani znamena, ze asi 50% veskerého objemu
je obsazeno témito Casticemi a zbylych 50 % objemu je porovity prostor, ktery obsahuje vodu
a vzduch a slouzi jako soustava kanalkt pro transport pravé téchto latek. Pidni organicka
hmota (SOM) je jednou z ptdnich slozek sestavajici ze tii zakladnich typt — zijici organismy
(Cervi, hmyz, mikroorganismy), odumielé mikroorganismy a nakonec hmota vznikla
z organickych zbytkl rostlin, zivoCichli a humus. Rozkladem prvnich dvou typi vznikaji

ziviny pro rostliny (dusik, draslik, fosfor).

Hlavni reaktivni ¢asti organické hmoty pudy, a také védecky nejvyznamnéjsi slozkou jsou
bezesporu huminové latky — vSudypfitomné prirodni latky wvznikajici chemickou
a biologickou degradaci rostlin a zivociSnych zbytkid. Jsou v ekosystémech klicové, protoze
reguluji globalni cykly uhliku a dusiku, rist rostlin a mikroorganisma, transport
antropogennich sloucenin a tézkych kova a stabilizaci pidni struktury. Dodnes ale nejsou
vyvijeny zadné technologie pro fizeni aktivity huminovych latek, kvuli jejich velké
molekularni slozitosti. Existuje fada analytickych technik pro jejich charakterizaci, nicméné
ani jedna z téchto technik nebyla samotnd shledana jako dostateCna k objasnéni strukturni
slozitosti huminovych molekul.

Obecné se HL povazuji za supramolekularni asociace heterogennich, relativné malych
molekul, které jsou drzeny pohromadé slabymi nekovalentnimi interakcemi, jako jsou
vodikové mustky a hydrofobni sily. Komplexnost huminové molekuly muze byt redukovana
postupnou destrukci intramolekularnich interakci, které tyto komplexni suprastruktury
stabilizuji, a tak mohou byt izolovany jednotlivé frakce huminovych latek (organické hmoty).
Tyto jednotlivé frakce organické hmoty ziskané ze sekvencni frakcionace se nazyvaji
humeomika. Jedna se o postupnou separaci molekul od huminovych suprastruktur fizenym
Stépenim intermolekularnich vazeb. Struktura takto ziskanych frakci ,,obdobnych® typa
molekul s vyrazné nizsi heterogenitou v porovnani s puvodni matrici mohou byt nasledné
charakterizovany pomoci kombinace nékolika pokrocilych analytickych metod.

V poslednich letech jsou kladeny zvySujici se naroky na vynosy zeméd¢€lskych plodin, coz
s sebou prinasi rovné€z zvysené naroky na urodnost pudy. Z téchto divodu se Casto vyuzivaji
pro zvySeni urodnosti ruzné latky, které se uméle piidavaji. NejCastéji jsou to hnojiva.
V posledni dobé se ovSem vyzkumy rovné€z zaméfuji na aplikaci alternativnich podpurnych
latek do pid za ucelem nejenom zvySeni urodnosti, ale rovnéz vylepSeni fyzikalné
chemickych vlastnosti pady a zvySeni obsahu a stabilizace pudni organické hmoty. Mezi
latky, které se hojné vyuzivaji pro aplikaci, patfi naptiklad lignitovy popilek (celosvétove
generovany ve velkém mnozstvi z tepelnych elektraren, ale manipulace s nim a jeho likvidace
predstavuje hrozbu), biouhel, sadra a pfimo smés riznych huminovych kyselin.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Puda a pudni organicka hmota

Definic pudy existuje mnoho, jednou znich je napfiklad definice ruského pedologa
Dokucajeva, ktery ji definoval takto: ,,Pida je povrchova vrstva hornin, které jsou pfeménéné
pusobenim vody, vzduchu a organismd. Je to samostatny prirodné-historicky utvar se stale
ménicimi se vlastnostmi pusobenim hornin, klimatu, rostlinnych a zZivocisnych organismi,
reliéfu, nadmorské vysky a véku“. Dale naptiklad Cesky pedolog Novak definuje pudu jako
,kazdou zemitou povrchovou vrstvu zemé, kterd je svoji urodnosti schopnad stat
se stanovistém rostlin anebo kterou je mozné pro tento ucel pfizptsobit® [1]. Hornina,
ze které puda vznika, se nazyva matecni hornina. Pidotvorny jev je proces zahrnujici vSechny
déje probihajici pfi vzniku puady, tedy postupnou pieménou latek, jako jsou horniny, jejich
zvétraliny a sedimenty. Tento proces probiha na riznych mistech zemského povrchu rizné,
protoze jej ovliviiuji klimatiCti Cinitelé a v dusledku toho se tvoii pudy s odliSnymi
vlastnostmi (rizné padni typy). Soubor vSech pud na planeté Zemi se nazyva pedosféra [2].

1. Nadlozni organicky horizont

2. Humusovy horizont

3. Mineralni horizont

4. Padotvorny substrat

5. Mateéni hornina

Obr. 1 — Pudni reliéf [3]

Pidy jsou slozeny z mineralnich a organickych castic riznych rozmérd, které jsou
usporadany v pidni matrici. Toto usporadani znamena, ze asi 50 % vesSkerého objemu
je obsazeno témito Casticemi a zbylych 50 % objemu je porovity prostor, ktery obsahuje vodu
a vzduch a slouzi jako soustava kanalk pro transport prave téchto latek. Souhrnné je tak
tvoten tfifazovy systém slozeny z pevnych latek, kapaliny a plynu. Poérovity prostor
je dulezity pro rust rostlin, tedy zejména jejich kotenu, které pro jejich spravny rust vyzadu;ji
pudni prostiedi bez inhibitort. Tii nejdilezitéjsi faktory, které jsou pro rostlinny rust dilezité,
jsou voda, ktera je prevazné vypafovana z listl, vyzivné latky a kyslik pro respiraci. Vyuziti
pud je znacné ovlivnéno urCitymi fyzikalnimi vlastnostmi, které zahrnuji jeji texturu,
strukturu, konzistenci, porovitost, hustotu, barvu a teplotu [4].
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Obr. 2 — Procentudlni zastoupeni sloZek piidy [5]

Pudni organicka hmota (SOM) je jednou z pudnich slozek sestavajici ze tii zakladnich typu
— zijici organismy (Cervi, hmyz, mikroorganismy), odumielé mikroorganismy a nakonec
hmota vznikla z organickych zbytkl rostlin, zivoCichti a humus. Rozkladem prvnich dvou
typt vznikaji ziviny pro rostliny (dusik, draslik, fosfor). Humus ma vliv spiSe na pudni
strukturu, orbu a iontové vyménnou kapacitu pudy. SOM se predevs§im sklada z atomu C, H,
O, N, P a S, ma schopnost zadrzovat vodu v pudé, ovliviiuje fyzikalni a chemické vlastnosti

a také pudotvorné procesy. [6,7].
2.2 Slozeni pudy

Analyzou pomoci TGA je mozné urcit spalitelny podil — organické hmota a popeloviny.
Charakterizaci pomoci EA lze slozit atomarni slozeni. Pfevaznou cast budou tvofit atomy
uhliku (cca 45 hm. %), kysliku (cca 42 hm. %), vodiku (cca 6 hm. %) a dusiku
(cca 1,5 hm. %). Pravé obsah organického uhliki je ukazatelem kvality pudy. Z hlediska
vSeobecné charakterizace materialového slozeni je mozné pudu definovat jako heterogenni,
viceslozkovy systém, skladajici se z pevné, kapalné a plynné faze [8]. Jak jiz bylo feCeno
v kapitole 2.1, piiblizné 50 % objemu pfipadd na poérovity prostor, ve kterém se nachazi
kapalné a plynné latky. Mineralni podil pady (95-99 %) charakterizuje slozeni puady
(mineralni, chemické) a organicky podil (1-5 %) tvofi zivé organické latky a nezivé
organické latky (humus, odumfelé zbytky rostlin a zivoCicht, produkty humifikace,
cukry, apod.) [1].
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Obr. 3 — SloZeni pud [1]
2.2.1 Mineralni podil pudy a mineralizace

Mineralni podil pidy je zformovany z riznych hornin, které se nachazi v povrchové casti
zemské kury. Jde o zrna rizné velikosti (prach, pisek, stérk, koloidni disperze, koloidni jil,
molekularni disperze, rozpusténé soli, disociované ionty) a rizného stupné disperzity. Tyto
Castice/zrna jsou zbytky matecni horniny a také primarniho a sekundarniho padotvorného
procesu. Velikost zrn ovliviluje pomér obsahu vody a vzduchu v pude€, pomér kapilarnich
a nekapilarnich port, ale také na fyzikalni, chemické a biochemické procesy. Cim jsou zrna
mensi, tim se zvétSuje povrchova plocha, vzajemné pritazlivé sily mezi Casticemi, a také roste
soudrznost a pfilnavost pudy [9].

Mineraly v padé vznikaji za vhodnych podminek procesem zvanym mineralizace — rozklad
ptdni organické hmoty. Timto procesem jsou organické latky rozlozeny na plyny, predevsim
na slouceniny uhliku a dusiku a zaroveni na vyznamné ziviny, které se objevuji ve forme
minerald (napf. NH4*, NOs~, HPO4>", atd.). Tento proces je &aste¢né podminén aktivitou
mikroorganismi v pudé, které dokazi produkovat enzymy, hydrolazy a oxidoreduktazy,
kterymi jsou organické molekuly hydrolyzované na mensi molekuly a nésledné oxidované
na plyny. Celkové ma mineralni frakce vliv na stabilitu SOM, pfedevS§im na zpomaleni
uvolnovani uhliku béhem rozkladu [10,11,12].

2.2.2 Organicky podil pudy

Pudni organicka hmota je nejvétsim svétovym zasobnikem uhliku a zdrojem energie. Jak jiz
bylo fecCeno, sklada se predevsim z atomd C, H, O, N, P a S, ma schopnost zadrzovat vodu,
ovliviluje pudotvorné procesy a fyzikalni a chemické vlastnosti pady. Pravé z chemického
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hlediska je zajimavé zadrzovani zivin a polutantl, pudni reakce a tvorba komplext. Obsah
organické hmoty v jednotlivych ekosystémech zavisi na rovnovaze mezi Cistou primarni
produkci a rychlosti dekompozice, také jej ovliviluje pusobeni abiotickych faktort, naptiklad
teplota a vlhkost [7,13].

Z pudnich parametri se dlouhodobé sleduje obsah puadniho uhliku, jelikoZ je to jeden
z nejdulezit€jSich faktort urodnosti pudy. Organicky podil predstavuje jen nepatrnou cast
pudy, obvykle neptfesahuje 5 %. Tento podil zabezpeCuje biochemické procesy vyvoje pud,
existenci pudnich organismi a formovani pidni urodnosti. Tvoii jej dvé slozky, a to zivé
rostlinné a zivocCisné slozky a neziva organicka hmota. Obé¢ tyto slozky se vzajemné ovliviiuji,
zivé organismy jsou zdrojem latek pro nezivou organickou hmotu a naopak. Nicméné
se bézne stava, ze se terminem pudni organickd hmota oznacuje jen mrtva organicka frakce
tvofena chemickym a biologickym rozkladem rostlinnych zbytki v rizném stupni rozkladu.
Je to rostlinny material, ve kterém je viditelna struktura, ale 1 upln€ rozlozeny material, kde
uz nejsou ani znamky po struktufe materialu, ze kterého rozklad pochazi. Kvantita a kvalita
SOM je dulezitym faktorem pro urovani kvality pad [ 14,15].

Objemova hmotnost pudy

Rizné druhy a typy pud nereaguji stejné na zpuisob vyuzivani, obrabéni, nebo péstovani.
Jejich reakce se odviji od jejich vlastnosti, zrnitosti, mineralogickém slozeni a také obsahu
humusu. Objemova hmotnost je hlavnim indikatorem jednoho z vyznamnych degradacnich
procest, ktery ovliviiuje nejen produkcni funkci pudy, ale i degradacni procesy pudy
a krajiny. Vysledkem je hodnota pusobeni vice faktort, ty se daji ale rozdélit do dvou
hlavnich kategorii — mira odolnosti pudy vuci stlaceni (zavislost na vlhkosti pady, textufe,
obsahu pudni organické hmoty, obsahu vapniku, atd.) a mira zatéze na pudu prostfednictvim
mechanickych a dopravnich prostfedkt (intenzita tlaku na padu). Hodnoty objemové
hmotnosti pudy jsou dulezité napiiklad pro vypocCet porovitosti, zasoby pudni vody
a mnozstvi latek v padeé (organicka hmota a Ziviny) [16,17].

2.2.3 Pudni organismy

Dalsim faktorem ovliviiujicim stabilitu SOM jsou mikroorganismy a zivocichové v pade.
Svoji Cinnosti rozkladaji padni organickou hmotu a zaroven produkuji slouceniny, které
mohou pudni hmotu stabilizovat. Ve vrchni vrstvé do hloubky cca 20 cm se nachazi nejvétsi
podil organické hmoty. Vyskytuje se tu cca 80 % celkového poc¢tu pudnich organismu.
Mikroorganismy ziskavaji energii a uhlik diky rozkladu SOM [18]. Mezi padni organismy
patii bakterie, houby, fasy a prvoci. V1g pidy je 10%-10° bakterii, 10-10° hub,
10*-10° prvokfi a 10°-10* eukaryotickych fas. Mnozstvi mikroorganismi a jejich druhova
skladba je v kazdé puadé jina, ale existuji i zakladni charakteristiky, které jsou pro vétsinu pad
spolecné. Naptiklad, ze s hloubkou klesa pocet mikroorganisml, pfiCemz nejvic se jich
nachazi v povrchovém horizontu, coz souvisi s mnozstvim dostupnych zivin. Déle plati,
ze bakterie jsou nejCast€ji vazané na pevné Castice (prach, zbytky pivodni horniny). Bakterie
jsou dulezité pii transformaci latek a dekompozici organického materialu. Mezi bézné
zastupce patii 1 aktinomycety, jejichz ulohou je rozklad nékterych rezistentnich sloucenin
(celuloza, chitin). Houby se podileji na procesu tvorby humusu a pii stabilizaci pudnich
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agregatl. Ve srovnani s bakteriemi maji houby obecné vyssi toleranci k acidité, a proto
se uplatiuji zejména pii dekompozici organické hmoty v kyselejsich pudach [19,20].

K zachovani vlastni fyzické celistvosti potiebuji tyto organismy znacné mnozstvi energie
a vyuzivaji k tomu aktivni i pasivni zpusoby stabilizace. Aktivni stabilizace je zajisfovana
neustalou opravou organismu, pasivni stabilizace je zajisténa obsahem stabilizujicich,
repelentnich a antibiotickych slou€enin v organismu, jako jsou lignin, kutin nebo tanin [21].
2.2.4 Fyzikalni a chemické vlastnosti
Textura pudy
Fyzikalni a chemické zvétravani hornin a minerald vede k rozdilné velikosti Castic
v pudé — stérk, pisek, bahno a velmi malé castice jilu. Distribuce velikosti Castic urcuje
hrubost/jemnost zeminy, a tim i jeji strukturu. Texturou je mysSlen relativni pomér pisku,

bahna a jila v pade [4,22].

Tab. 1 — Charakteristika castic pudy [4]

Castice Pramér [mm)] Pocet ¢astic na gram Povrch "[isrgf] ha gram

Velmi hruby pisek 2,00-1,00 90 11
Hruby pisek 1,00-0,50 720 23

Stiedn¢ hruby pisek 0,50-0,25 5700 45
Jemny pisek 0,25-0,10 46 000 91

Velmi jemny pisek 0,10-0,05 722 000 227
Naplaveniny (bahno) 0,05-0,002 5776 000 454

Jil (hlina) <0,002 90 260 853 000 8 000 000
Struktura pudy

Textura pudy je vztazena na velikost Castic pudy, zatimco struktura se pouziva s ohledem
na usporadani téchto Castic. Pisek, bahno a jilovité Castice jsou typicky usporadany
do sekundarnich Castic — agregati. Velikost a tvar téchto agregati urCuje strukturu pudy.
Spolu s texturou je dulezita pro pochopeni vlivu vody, vzduchu a snadnosti penetrace korent
do pudy. Makroskopické usporadani vétSiny agregati vede k existenci vnitinich prostora,
které jsou mnohem vétsi, nez prostory mezi jednotlivymi piskovymi a jilovymi Casticemi.
Pokud je v pudé nedostatek vody, vede to ke vzniku trhlin mezi jednotlivymi agregaty
a umoznuje snadnéjsi pohyb vody. Kdyz v pidé dostatek vody, jil expanduje, tyto trhliny
mezi agregaty se uzaviou a puda se stava méné€ propustnou [4,22].

Klasifikace probihd na zakladé tvaru. Existuji 4 zékladni konstrukéni typy — sféroidni,
ploché, blokové a prismatické. Tyto tvary umoziuji vznik zrnitych, plochych, blokovych
a hranolovych typa struktury. Pro vznik struktury existuji dv€é podminky, tou prvni
je mnozstvi pisku, kdy s vétSim mnozstvim roste zrnitost a nespojitost (oznaCovany jako
,,single grained). Druhou podminkou je mnozstvi jili, kdy pudy s jejich vétsim obsahem
byvaji velmi masivni a spojité [4,22].
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Obr. 4 — Strukturni typy pud [4]
Konzistence pudy, hustota a porovitost

Konzistenci je myslena odolnost pudy pied deformaci, nebo prasknutim. Je urCena koheznimi
a adheznimi vlastnostmi pudni masy. Zatimco struktura se zabyva tvarem a rozliSitelnosti
ptirodnich pudnich agregat, konzistence se zabyva pevnosti a povahou pusobicich sil mezi
pisCitymi a jilovitymi Casticemi. Je dulezita pro obdélavani a transport zivin. PisCité pudy
maji minimalni adhezivitu a kohezivitu, tak se pisek snadno deformuje a naptiklad pro tézkou
techniku obdélavajici tuto ptdu je velmi snadné uviznout. Jilovité pidy se zase s obsahem
vody stavaji lepivymi, proto se pii popisu konzistence uvazuje obsah vody v pudé. [4,22].

S konzistenci také souvisi hustota a porovitost. Protoze je puda sloZzena z mineralnich
a organickych castic rizného slozeni a hustoty, neni snadné hustotu definovat. Organické
materialy maji hustoty vrozmezi 2,56-2,76 g'em™> a kiemen jako mineralni material
ma hustotu 2,65 grem . Vétsina mineralnich plid se sklada prevazné z minerald a jen malym
mnozstvim organické hmoty, tudiz se jako primérna hustota uvazuje 2,65 grecm™>. Déle
se jest€ uvazuje sypna hustota, ktera je definovana jako hmotnost na jednotku objemu pudy
vysusené v peci [4,22].

Jak jiz bylo feCeno na zaCatku této kapitoly, objem port zabira pfiblizné 50 % objemu
pudy. Prostory téchto pora se lisi svoji velikosti a pravé velikost porovitych prostord muze
byt stejné dalezita jako celkové mnozstvi pora. PisCité pudy maji mensi porozitu nez jilovité
pudy, ale zkuSenost nam ftika, ze voda se pohybuje mnohem rychleji pfes piscitou pudu.
Vysvétleni tohoto paradoxu spociva prave v rozdilné velikosti pora v obou druzich pud. Pisek
obsahuje pfevazné makropory, které obvykle nemohou zadrzovat vodu proti gravitaci. Pory,
které jsou dostatecné malé pro udrzeni vody proti gravitaci, zdistavaji po namoceni pudy
(dést, zavlazovani) vyplnéné vodou a jsou nazyvany jako kapilarni, nebo mikropory. Protoze
pisky obsahuji maly objem mikropora, nejsou schopné v sobé zadrzet velky objem vody,
ale maji schopnost rychleji transportovat vodu [4,22].

S porovitosti pudy také souvisi vzdusna kapacita pudy, coz je schopnost pudy jimat vzduch
do puadnich péra. Tento obsah vzduchu v pdrech predstavuje , provzdusnénost® pudy.
Absolutni vzdu$na kapacita predstavuje objem port, které zastavaji zaplnéné vzduchem
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pfi maximalnim nasyceni kapilarnich pord vodou. Hodnoty vzdusné kapacity
se u zemédelskych pud pohybuji v rozmezi 10-20 % a u ornych pud jsou tyto hodnoty
zpravidla mensi nez 5 %. Minimélni vzdusna kapacita, tj. nejmensi mnozstvi vzduchu
v pérech je pro nejvhodnéjsi pro dychani kofent a pudni mikroorganismy. Maximalni
vzdusna kapacita se prakticky rovna porovitosti a nachazi se v absolutn€ suché pudé [4,22].

Teplota pudy

Pod bodem mrazu je velmi omezena biologicka aktivita, mikroorganismy a chemické procesy
jsou na teploté zavislé. Za nizsich teplot se voda se puadou nepohybuje jako tekutina a pod
bodem mrazu se jiz nepohybuje vibec. Pidni horizont chladnéjsi nez 5 °C ptsobi negativné
na prodluzovani a rast kofent. Stfidavé zmrazovani a rozmrazovani pud vede k expanzi
a kontrakci pud, a to ovliviiuje zvétravani skal, tvorbu struktur a rast kofenu rostlin. Tepelna
bilance pudy se sklada z pfijmu a ztraty tepelné energie. Pfijaté slune¢ni zafeni na povrchu
pudy se casteCné€ odrazi zpét do atmosféry a CasteCné je absorbovany pudnim povrchem.
Ze slunecniho zafeni je asi 34 % odrazeno zpét do vesmiru, 19 % je absorbovano atmosférou
a zbylych 47 % dopada na zemsky povrch. Tepelné ztraty pudy jsou zpuisobeny odparovanim
vody, vyzafenim zpét do atmosféry a ohfivanim vzduchu nad ptidou. Bé€hem dne a 1éta zisky
energie prekraCuji ztraty, ale béhem noci a zimy je to naopak. Mnozstvi tepla potfebné
ke zvySeni teploty pudy silné souvisi s obsahem vody. Zvyseni teploty jednoho gramu pudy
o 1 °C je tfeba 0,2 kalorie tepelné energie, zatimco pro vodu je to 1,0 kalorie. Z divodu toho,
ze vice piscité pudy zachovavaji méné vody, tak se tyto pudy rychleji zahfivaji a umoziiuji
po zimé diivéjsi vysadbu, nez je tomu u jemné texturované pudy [4,22].

Ve studenych oblastech je primérna celorocni teplota nizsi nez 0 °C a mnozstvi (hloubka)
zmrzlé pady v zime& mize prekrocit mnozstvi rozmrzlé pidy v 1été. V disledku toho se vrstva
trvale zmrzlé pudy nazyva permafrost. Povrchova vrstva, ktera se v 1ét€ rozmrazuje a v zime
zamrzne, se nazyva aktivni vrstva a ta je vyuzivana pouze rostlinami. Tani zmrzlé pudy v 1été
vede ke zvyseni vlhkosti v padé (i bez atmosférickych srazek), a tato vlhkost v pudé zistava,
protoze permafrost brani pohybu vody smérem dolt kvuli gravitaci [4,22].

PH pudy

pH je velmi dulezity faktor pro rozpustnost latek (zivin) v ptdé, jejich vyuzitelnost Zivymi
organismy, pristupnost zivin, adsorpci a desorpci kationtli, biochemické reakce, strukturu
pudy a tim i fyzikalni vlastnosti. ZvysSena kyselost pudy sniZzuje rozpustnost mnohych latek
(napft. slouceniny Ca, Mg, K, Na) mnohdy az pod zivotni minimum rostlin. Dale také kyselost
zhorSuje i zivotni podminky pro pudni organismy, protoze vétsSina z nich potrebuje pro sviij
zivot a rozvoj neutralni prostfedi [2,22].
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Tab. 2 — Hodnoceni kyselosti pud [2]

pH Hodnoceni pH Hodnoceni

<3,5 extrémné kysela 6,6-7,3 neutralni
3,5-4,4 velmi silng kysela 7,4-7,8 slab¢ alkalicka
4,5-5,0 velmi kysela 7,9-8,4 stfedn¢ alkalicka
5,1-5,7 siln€ kysela 8,5-9,0 siln¢ alkalicka
5,8-6,5 slab¢ kysela >9.0 velmi silné alkalicka

2.2.5 Huminové latky

Huminové latky predstavuji na Zemi nejvétsi a nejvyznamnéjsi zasobu organického uhliku.
Vznikaji rozkladem a pfeménou zbytkd z rostlinné a bakterialni biomasy, cemuz se fika
humifikace. Nejdilezitéj§imi latkami, které se ucastni humifikace, jsou lignin, polysacharidy,
melanin, lipidy, nukleové kyseliny aj. Jen v pidnich uhlikatych sloucCeninach je vazano
priblizn€ 3,3krat vice uhliku nez v atmosfére a 4,5krat vice nez v zivych organismech [23].
Jsou to slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti
v rozmezi nékolika desitek az stovek tisici Daltoni. Ve vodnych roztocich se vyskytuji jako
samostatné molekuly, ale mnohem castéji jsou vzijemné spojeny slabymi vazebnymi
interakcemi do supramolekularnich struktur [24]. HL zasadnim zpasobem ovliviiuji zivot
na Zemi — urcuji kvalitu pad, vod a také slozeni atmosféry [23].

Tab. 3 — Obsah huminovych ldtek ve vybranych prirodnich materialech [25]

- , . huminovych kyselin
Pirodni zdroj Ol:lsﬁv;lkyse?i‘:ly Fhm.y‘;oe]
Leonardit/lignit 40-85
Cerna raselina 10-40
Sapropelova raselina 10-20
Hnédé uhli 10-30
Hnuy 5-15
Kompost 2-5
Puda 1-5
Cerné uhli 0-1

Existuje nekolik teorii, které popisuji jednotlivé predpokladané mechanismy vzniku HL.
Lignin-proteinova teorie uvazuje lignin jako hlavni zdroj HL (Obr. 5, cesta €. 4).
Polyfenolova teorie zahrnuje polyfenoly a chinony, které jsou ziskany bud’ z ligninu (Obr. 5,
cesta C. 3), nebo jsou syntetizovany mikroorganismy (Obr. 5, cesta ¢. 2). Posledni cestou
je kondenzace cukry s aminy, které vznikaji jako produkty mikrobialniho metabolismu
(Obr. 5, cesta €. 1) [26]. Je pravdépodobné, ze vySe uvedené mechanismy vzniku HL existuji
vedle sebe a mohou se v zavislosti na podminkach, pii jakych dé&e probihaji, rtzné
prolinat [24].

Obecné se procesu vzniku HL fika humifikace a tento proces zahrnuje velké mnozstvi
naslednych biochemickych reakci [27].
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Obr. 5 — Vznik huminovych ldtek [26]
Déleni huminovych ldtek

Huminové latky predstavuji heterogenni polydisperzni smeés latek, jejichz molekulové
hmotnosti se pohybuji piiblizné v rozmezi od 2 000 do 200 000 Da. Obecné lze huminové
latky rozde¢lit na ti1 zakladni frakce — huminové kyseliny, fulvokyseliny a huminy [28].
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Obr. 6 - Déleni huminovych latek [29]
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Huminové Kkyseliny — predstavuji frakci HL, kterd neni rozpustna v kyselych a neutralnich
roztocich, ale je rozpustna pifi vysSich hodnotach pH. Tyto kyseliny mohou byt ziskany
alkalickym louzenim vzorku pudy, nebo obecné vzorku organické hmoty, a naslednym
okyselenim vyluhu [28].

Tab. 4 — Bézné elementarni sloZeni HK [30]

Prvek Obsah [hm. %]
C 52-62
H 2,8-5,8
(0] 31-39
N 1,7-4.9

Elementarni slozeni (Tab. 4) je zavislé na zdroji huminovych latek, chemickém slozeni
organickych zbytkii a podminkach humifikace. Jsou to latky tmavé barvy a hromadi
se vétSinou na misté vzniku. Charakteristické jsou svoji dobrou rozpustnosti v louhu
a roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Zakladni slozkou je aromatické jadro fenolického
nebo chinoidniho typu a dalSich cyklickych i necyklickych dusikatych sloucenin. Obecné jsou
HK povazovany za nejhodnotnéjsi produkt humifikacnich procest v pud€, vyrazné€ ovliviuji
vlastnosti pudy jako je urodnost, kationtové vymeénna kapacita, texturu a strukturu pad, atd.
V nasyceném stavu jsou stalé a vysoce odolné viici mineralizaci [30].

Fulvokyseliny — jsou to latky zluté az hnédé barvy, které jsou diky své pomérné malé
velikosti molekuly vysoce mobilni (zejména v pudnim profilu). Na rozdil od huminovych
kyselin jsou charakteristické dobrou rozpustnosti ve vodé a mineralnich kyselinach, ale také
v louzich 1 v roztocich hydrolyticky zasaditych soli. Od HK se li§i jednodussi stavbou
makromolekuly i1 celkovym slozenim, které je pro piehlednost uvedeno v Tab. 5 [30].

Tab. 5 — Bézné elementarni slozeni fulvokyselin [30]

Prvek Obsah [hm. %]
C 40-52
H 4-6
(0] 40-48
N 2-6

Kysely charakter FK je dan hlavné piitomnosti karboxylovych funkénich skupin. Vyménna
kapacita vodiku kyselych funkénich skupin FK ma hodnotu 600-900 mmol/100 g
fulvokyseliny. Molekulovda  hmotnost té€chto latek se pohybuje v  rozmezi
od 200 do 50 000 Da. V dusledku silné kyselé reakce a dobré rozpustnosti ve vodé jsou velmi
agresivni na mineralni ¢ast pudy, kterou zaroven ochuzuji o ziviny [30].

Huminy — jedna se pravdépodobné o siln€ karbonizovanou organickou hmotu, pevné vazanou
na mineralni podil pidy, a proto se neda ziskat ani mnohonasobnou extrakci alkaliemi
z dekalcinované pady. Barevné se jevi jako &erné. Casto jsou charakterizovany jako
nerozpustné formy huminovych kyselin. Humusové uhli se vyskytuje v pidnim humusu jako
nejstarsi slozka produkti humifikace. Podle Najmra je humusové uhli tmava, zuhelnatéla,
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na uhlik a dusik bohatd hmota, kterd nepeptizuje, nerozpousti se, nehydrolyzuje, nezt¢astiuje
se pudotvorného procesu, a proto ztratila funkci pravého humusu [30].

Struktura a vlastnosti HL

Struktura huminovych kyselin a celkové huminovych latek je velmi slozita. Stanoveni
opravdové molekulové hmotnosti je centralnim problémem vyzkumu HL. Molekulova
hmotnost uréuje konformadni strukturu (velikost a tvar) a dokonce i jejich reaktivitu. Rada
nazoru ruznych autord (Clapp, De Nobili, Stevenson, Swift, atd.) opakované prokazala,
ze neni prakticky zadna shoda mezi hodnotami molekulovych hmotnosti HK ziskanych
raznymi metodami. Zde je ovS§em vzdy nutno brat v potaz vysokou heterogenitu huminovych
kyselin a rovnéz zpusob stabilizace jejich struktury. Z toho je ziejmé, Zze rozdily
ve stanovenych molekulovych hmotnostech huminovych kyselin ze znaéné miry souvisi prave
se Spatné zvolenou metodou stanoveni [31]. Znalost jejich strukturniho slozeni
je ale nezbytnd pro pochopeni jejich moznych fyzikalné-chemickych interakci s latkami
pfitomnymi v zivotnim prostiedi. Vibec prvni navrhy struktury byly pfedlozeny Stevensonem
a Harworthem v 70. letech minulého stoleti. Pfedpokladalo se, ze ve strukturni siti jsou
primarné zabudovany polyaromatické uhlovodiky. V néasledujicich dvou desetiletich doslo
k fadé objeva ve struktufe, a to zejména diky pokrokiim v oblastech instrumentalni analyzy.
Tyto objevy objasnily, ze ve struktufe jsou zabudovany aromatické a hydroaromatické di-,
tri- a tetra- kyseliny [28].
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Obr. 7 — 2D struktura podle Schnitzera a Schultena [32]

Na téma struktury huminovych kyselin bylo v minulosti provedeno mnoho vyzkumu a byla
publikovana cela tfada praci, nicméné dodnes stale neexistuje zadné univerzalné platné feseni.
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Driive§jsi studie, zalozené na studiu chovani HL v roztocich, navrhovaly, Ze tyto latky jsou
tvofeny z komplexnich smési riznych makromolekul, jejichz fyzikalné-chemické vlastnosti
jsou kvalitativné podobné. Nedavné studie, zalozené na vysokotlaké velikostné vylucovaci
chromatografii indikuji, ze HK jsou tvofeny supramolekularnimi strukturami, které vznikaji
z relativné malych molekul propojenych slabymi nevazebnymi interakcemi [33]. Mezi
nejvyznamnéj§i prace shrnujici problematiku vyzkumu struktury huminovych kyselin patii
v posledni dobé& bezesporu prace Piccola a kol. Tento autor sam k vyzkumu pouzil velikostné
vylucovaci chromatografii. Vysledky jeho experimentu, stejné jako vysledky ostatnich autort
[33-37], ukazuji, ze HK nelze chapat jako polymery, ale spiSe mohou byt interpretovany jako
volné vazané huminové supramolekularni asociaty. V tomto konceptu si lze huminové
kyseliny predstavit jako relativné malé molekuly rtizného pivodu, které se samovolné
organizuji do supramolekularnich struktur. Tyto huminové suprastruktury nejsou propojeny
kovalentnimi vazbami, ale jsou stabilizovany slabymi nevazebnymi interakcemi, jako jsou
hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily, n-n vazby a CH- & vazby. Daéle se také pfi
nizkych hodnotach pH uplatiiuji vodikové mustky. Hydrofilni a hydrofobni domény k sobé
mohou pfiléhat a ve vode vytvaii velké molekularni asociace. Intermolekularni sily uréuji
konformacéni strukturu a slozitost nekovalentnich interakci kontroluje jejich reaktivitu
v zivotnim prostiedi. Pro posouzeni konceptu supramolekularnich asociaci musi byt klasicka
definice jak HK, tak FK prehodnocena. Fulvinové kyseliny mohou byt povazovany
za sdruzeni malych hydrofilnich molekul, které obsahuji dostate¢né mnozstvi kyselych
funkénich skupin, aby se zachovaly fulvinové shluky dispergované v roztoku pii jakékoli
hodnot¢ pH. Huminové kyseliny budou tedy prevazné hydrofobni slouceniny
(polymethylenové fetézce, mastné kyseliny, steroidni slouCeniny), které jsou stabilizovany pii
neutralnim pH hydrofobnimi disperznimi silami (van der Waalsovy sily, m-m vazby,
CH- & vazby). Jejich supramolekularni struktury progresivné rostou do vétsich velikosti tim
vic, ¢im vic se dale formuji intermolekularni vodikové vazby pii niz§ich hodnotach pH,
dokud nedojde ke koagulaci [38].

2.3  Lignit a ligniticka organicka hmota

Lignit je velmi rozSifeny pfirodni material, ktery je Casto oznaCovany jako , mladsi“ hnédé
uhli a predstavuje nejméné kvalitni a prouhelnény typ uhli. Je to mékky, hnédy a hotlavy
kdmen vytvofeny sedimentaci z pfirodni stlacené raSeliny, tedy z pfevazné rostlinnych
zbytkl. Je povazovan za nejnizsi stupen uhli, vzhledem k jeho nizké vyhfevnosti a vysokému
obsahu vody a kysliku. Obsah uhliku se pohybuje okolo 60-70 %. Lignit ma vysoky obsah
tékavych latek, ktery umoziiuje snazsi pfeménu na plynné a kapalné ropné produkty nez vyssi
uhli [39].

Vzhledem k nizkému energetickému obsahu a typicky vysokému obsahu vlhkosti je hnédé
uhli neefektivni pro pfepravu a ve srovnani s vy$§imi tfidami uhli s nim neni obchodovano
ve vétSich mirach. Proto je Casto spalovan v elektrarnach blizko dolu. Ekologické vyuziti
lignitu 1ze nalézt pii kultivaci a distribuci biologickych kontrolnich mikroorganismua, které
potlacuji choroby rostlin zptisobené mikroby. Uhlik v lignitu obohacuje organickou hmotu
v pudé, zatimco biologické kontrolni mikroorganismy poskytuji alternativu k chemickym
pesticidim. Tedy i pres fakt, ze vyhfevnost lignitu je nizka a obsahuje velké mnozstvi vody,
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vyuziva se lignit primarné jako palivo. Pravdépodobné nejzajimavéj§im zpisobem vyuziti
lignitu je jeho vyuziti jako zdroje huminovych kyselin, které bézné tvoii 10-80 % z celkové
organické hmoty. Dal§i mozné vyuziti lignitu je k vyrobé koksu, jako redukéniho ¢inidla
v hutnim pramyslu, nebo pii vyrobé fosforu [39,40,41].

2.3.1 Vznik lignitu

Proces vzniku lignitu 1ze rozdélit na dvé faze — biochemické a geochemické. Nejdiive probiha
faze biochemicka, pro tu je dulezitym faktorem aktivita rozkladnych organismu. Pfi této fazi
dochézi nejprve k hromadéni rostlinného materialu a pozdéji k jeho rozkladu. Tento proces
probiha na rozhrani atmosféry s litosférou, nebo hydrosférou, nebo také v hydrosfére
a v prvnich metrech sedimentarni litosféry. V této fazi rozeznadvame dva typy reakci,
a to biochemické a chemické. Biochemické reakce probihaji formou oxidace nekromasy
rozkladnymi organismy. Heterotrofni organismy coz jsou houby, plisné a aerobni bakterie
za pristupu kysliku a autotrofni organismy, coz jsou anaerobni bakterie rozkladajici
nekromasu za nepfistupu kysliku. Chemické reakce probihaji formou oxidace, redukce
a hydrolyzou a probihaji bez tcasti organismi. Rostlina se poté, co odumfie, stava soucasti
nekromasy a zacne se rozkladat. Béhem tohoto rozkladu vznikaji z plynnych produktd
predev§im methan, sulfan, amoniak a oxid uhlicity. Zbylé produkty jsou tekuté, nebo pevné
latky bohaté na vodik. Podle intenzity pfistupu vzdusného kysliku rozeznavame: tleni,
trouchnivéni, raSelinéni a hniti. VSechny tyto procesy se dé&ji pred piekrytim rozkladajici
se nekromasy sedimentem. Tleni vznikd pfi neomezeném piistupu vzduchu, ktery vede
k dokonalému okysliCovani, pficemz se rozkladaji ustrojné zbytky organismu.
Tzv. trouchnivnéni nastava za menSiho pfistupu vzduchu a za spolutcasti vody.
Pro nedokonaly pfistup vzduchu nedochazi k uplnému rozkladu, ale zastava pevny zbytek,
ktery nazyvame trouch. Hniti probiha na dné lagun, vnitrokontinentalnich jezer, moiskych
panvi a zalivd, tedy v hydrosfére. Pristup vzdusSného kysliku je velmi omezen az zcela
uzavien. Rozkladnymi organismy jsou pouze anaerobni bakterie. U rasSelinéni (humifikaci)
je pristup vzdusného kysliku omezen, nemize se vSak stat, Ze by jeho pfisun nebyl zadny.
Toto omezeni kysliku probiha kombinaci biologickych, chemickych a geologickych faktora.
Biologicka ochrana spoc¢iva v omezeni zivota mikroorganismi vytvorenim pro né jedovatych
latek. Chemicka ochrana znamena ztratu vody dehydrataci koloidd, coz zplsobi smrt
rozkladnych mikroorganismid. A nakonec geologicka ochrana, ktera znamena omezeni
pfistupu vzdusného kysliku (zalitim vodou, prekrytim nanosem sedimentd). Jakmile
prestanou existovat podminky vhodné pro existenci rozkladnych organismd, ukonci
se rozkladné procesy a tim 1 biochemicka faze. Vyslednym produktem raselinéni je raSelina,
kterd je definovana jako organicka, hydrofilni, koloidni substance vytvafena raSelinénim
a obsahujici kolisavy podil té€l a casti vysSich rostlin do rizného stupné rozlozenych
raselinénim, dale mineralni pfimés a vice nez 75% vody [39,42].
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Obr. 8 — RozloZeni baZzin a raselinist na zemékouli [39]

Nasleduje geochemicka faze, kdy uz se vytvari fosilni paliva. Je to slozity geochemicky
proces, pii kterém je nejdulezitéjsi prouhelfiovani. Pfi tomto procesu vznika z vrstev raseliny
hnédouhelna, Cernouhelna a antracitova sloj. Pro tuto fazi jsou nejdulezitéjSimi faktory
teplota, tlak a Cas. Se vzrustajici teplotou se méni chemicka a strukturni stavba organické
hmoty. Tlak hraje dulezitou roli v ovliviiovani objemu plynné faze, tim se méni intenzita
reakci pfi prouheliiovani. Vliv a vyznam c¢asového faktoru je jiz mensi. SpiSe ukazuje,
Ze az na vyjimky se vice prouhelnéna uhli objevuji jen ve star§ich geologickych formacich.
Pti procesu prouhelfiovani vznika methan, ktery se uvoliiuje. K pevnym fazim fadime raselinu
a uhli, které je razné prouhelnéné. Podle stupné prouhelnéni ho nazyvame lignitem, hnédym
uhlim, cernym uhlim a antracitem [39,42].

2.3.2 Slozeni lignitu

Z hlediska elementarniho slozeni je ve struktufe lignitu zastoupen zejména uhlik, vodik, dusik
a sira, jejichz obsah se u jednotlivych druhti uhli méni. Sira a dusik jsou pfitomny pouze
v malém mnozstvi a zména v procentualnim obsahu téchto prvkl je malo vyznamna. Nicméné
prvkové slozeni vyjadifené hmotnostnimi procenty neni dostacujici k pochopeni struktury
a stavby organické hmoty uhli [43].

Tab. 6 — Prvkové sloZeni jednotlivych druhii uhli [44]

Druh uhli | Obsah C [hm. %] ] Obsah H [hm. %] | Obsah O [hm. %] | Obsah N [hm. %]
Raselina 50-60 4,5-6,0 33-40 0,9-3,5
Lignit <65 <6 19-33 <1
Hnédé uhli 65-69 <6 10-19 <1
Cemé uhli 69-92 <5 10-2 <1
Antracit 86-98 <3 <2 <1
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Obr. 9 — Van Kreveleniv diagram pro riizné uhlikaté materialy [45]

Ménici se elementarni slozeni se odrazi v atomovém poméru H/C, ktery se snizuje
s prostupujicim prouhelnénim, viz Obr. 9. Kyslik se vyskytuje zejména v karboxylovych,
karbonylovych, hydroxylovych a methoxylovych funkénich skupinach, ale jak je patrné
z Obr. 10, distribuce téchto skupin se s druhem uhli méni [46].

A hnédé r  seom Lz gae | SEH
lignit 5 bitumindzni uhli antra
gn uhli antra

30 methoxy
karboxylova
ketoskupina

o 20 etherova
o . fenolova
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Obr. 10 — Zména kyslikatych funkcnich skupin v zavislosti na obsahu uhliku [46]

Co se tyce dusiku, jeho vétSina se vyskytuje ve formé pyrrolu (pfevazuje) a pyridinu, kdy
celkovy obsah dusiku roste do zhruba 85 hm. % uhliku a dale se jiz nezvysuje. Také se mize
vyskytovat kvartéri dusik, ktery wvznikd interakci pyridinu s karboxylovou nebo
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karbonylovou skupinou, nicméné mnozstvi kvartérniho dusiku bude jen malé [47,48]. Sira
se v uhli vyskytuje v organické i anorganické formé, kdy z anorganické formy pievazuje
pyrit, v mensim mnozstvi pak 1 jiné sulfidy, nebo sirany. Organicka sira se vyskytuje
ve formach thiolt, sulfidd, disulfidd, thiofend a benzothiofent. Se zvySujicim prouhelnénim
se zvySuje podil aromatické siry hlavné ve formé thiofenu. Nicméné je tfeba si uvédomit,
Ze 1 ptes vSechny zobecnéni, muze mit uhli stejného druhu odliSnou distribuci sirnych skupin
[49,50].

2.3.3 Struktura lignitu

Existuje vice nez 134 modelt uhli na molekularni urovni. Prvnim modelem lignitu byl model
od Wendera roku 1976 a sestaval pouze z 92 atomu se sumarnim vzorcem Cs2H40O10. Tento
model obsahoval aromatické kruhy, sitovani alifatickymi fetézci a rtizné kyslikaté funkéni
skupiny. Nasledoval Philipiv model se sumarnim vzorcem C115sHi25017NS, ktery byl zaloZeny
na fetézci benzofuranovych jednotek s aromatickymi a alifatickymi fetézci. V tomto modelu
byly poprvé zminény heteroatomy dusiku (indol) a siry (thiol) a vodikové mustky. Dalsi
model byl od Wolfruma se sumarnim vzorcem Co27His3035NsS3CaFeAl, ktery nové
obsahoval kondenzované aromaty a hydroaromaty, heteroatomy vyskytujici se ve vice
formach (amidy, aminy, indoly, thioly, thiofeny, thioethery) a koordina¢ni vazby kovi
k polarnim funkénim skupinam, nicméné neobsahoval dlouhé alifatické fetézce, ani esterové
vazby [51].

Nasledovaly dalsi pokusy o vytvofeni strukturnich modelt, ale az v 90. letech se diky
rozvoji pocitacové techniky obnovil zijem o toto téma, jelikoz bylo mozné zobrazovat
modely ve 3D. Kumagai vytvofil model, ktery nové obsahoval 1 vodu a umoziioval vypocitat
relativni energii struktury. Tento model byl zalozen na monomerni jednotce se sumarnim
vzorcem C21H2007 a §lo o periodickou buiku skladajici se zjednoho tetrameru a jednoho
pentameru. Nasledoval model autora Vu zalozeny na 11-merech z degradovanych
podjednotek ligninu a tento model ukazoval, ze zejména kvuli vodikovym interakcim
je podstatné snizena difiize molekul vody v okoli lignitu ve srovnani se samotnou vodou [51].

Vsechny tyto zminéné modely byly kritizovany pro jejich neptesnost v pohledu na uhli.
Tudiz se jako novym zdrojem struktury zaCala brat makromolekularni chemie. Na uhli
se zaCalo nahlizet jako na latku z pfi¢né vazanych makromolekularnich latek diky analogii
nerozpustnosti uhli a zesitovanych makromolekul. Tyto makromolekularni latky jsou tvoreny
aromatickymi a hydroaromatickymi klastry spojenymi etherickymi vazbami a methylenovymi
skupinami. Kromé této faze obsahuje uhli jesté jednu, mobilni (molekulova), ktera
je uzaviena v molekularni struktufe — oznaceni modelu jako dvoufazového. Tato mobilni faze
obsahuje kyslikaté fenolické slouceniny, pyridin, pyrrol, alifatické a aromatické
uhlovodiky [52,53].
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Obr. 11 — Dvoufazovy fyzikdlni model [53]
2.4  Metody frakcionace

Frakce organické hmoty jsou definovany na zakladé raznych fyzikalnich, nebo chemickych
parametri. Mezi fyzikalni patii naptiklad velikost, nebo hustota Castic a mezi chemické
napiiklad oxidovatelnost, reaktivnost, prvkové slozeni apod. Frakcionacni techniky jsou
zalozené na tadé fyzikalnich, chemickych, nebo také biologickych separacnich krokda.
Chemické metody byvaji obvykle destruktivni, kdezto fyzikalni nedestruktivni [54,55].

2.4.1 Fyzikalni frakcionace

Tyto metody zahrnuji celou fadu postupt — prosévani, ultrazvukova, mechanicka a chemicka
dispergace, nebo separace usazovanim castic rozdilné hustoty. Separace na zaklade velikosti
Castic se provadi pres sita o riznych velikosti ok, bud’ za sucha, nebo za mokra (pod proudem
vody). Tim dochazi k separaci Castic do nékolika tfid riznych velikosti ¢astic. Mezi nejveétsi
Castice budou patrit naptiklad Castice pisku a mezi ty nejmensi jilové Castice, nebo stabilni
agregaty. V kazdé separované frakci bude urcity podil organické hmoty, ¢astice pisku budou
obsahovat hrubou nekomplexovanou hmotu, agregaty a jilové c¢astice budou mit OM
asociovanou na povrchu (napf. pojivovy material), nebo vazanou ve svych poérech. Mnozstvi
této organické hmoty je mozné nasledné kvantifikovat [54,55].

Hustotni frakcionace

Organickd hmota podléhajici humifikaci je beéhem ni soucasné asociovana na mineralni
Castice pudy, a tak ziskava mnohem vétsi hustotu v porovnani s Cerstvou nehumifikovanou
organickou hmotou. Separace je zalozena na dispergaci studovaného vzorku s roztokem, ¢imz
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dojde k separaci na lehkou a tézkou frakci. Pouzity roztok by mél mit hustotu 1,6-2,2 g-cm™,
takze lehka frakce, s hustotou mensi nez zvoleného roztoku, se bude vznaset na hlading,
kdezto té€zka frakce bude klesat ke dnu. Soucasti této metody je také disperzni krok, kterym
je naruSena stabilita pudnich agregati u dna, aby doSlo k uvolnéni SOM, a ta vyplave
na povrch. Tim dostavame dvé lehké frakce, které jsou tvoreny tlomky rostlinného odpadu,
zivoCisnych zbytkl,, semeny, pylem a uhlim a li§i se pouze intenzitou interakce a pudni
matrici. Stupeil separace a vytézky zavisi na intenzité disperze a na hustoté pouzitého roztoku.
Spolu se zvySovanim hustoty rozpoustédla zpravidla roste 1 vytéznost [56,57].

Nicméné je tieba také zduraznit nedostatky, mezi které patii i fakt, ze v lehké frakci jsou
separovany 1 Castecky uhli, které je samo o sobé vlastné stabilni organickou hmotou a touto
separaci je zafazeno mezi labilni OM. Dalsi nevyhodou je, Zze hustota separacnich roztoku
je ovlivnéna teplotou, nebo nékterymi chemickymi vlastnostmi (pH), ¢imz se muze ovlivnit
napiiklad intenzita extrakce huminovych latek. Nékteré roztoky (polydungatan sodny) je zase
obtizné po separaci vymyt ze vzorkl.. V neposledni fadé také dochazi k nedostate¢né disperzi
mikroagregatl, protoze je v nich pfirozené¢ véazana voda a vzduch, a to snizuje jejich
hustotu [56,57].

Prosivani

Vyuzivaji se standardizované metody, které na pudni agregaty pusobi stejnymi disperznimi
silami, jako na né pisobi v pfirozeném prostiedi. Témi jsou naptiklad vétrna eroze
a zaplaveni pudni vodou. Vitr pfenasi volné Castice pudy a ty pii dopadu na pudni agregaty
je mechanicky rozru§uji. To se laboratorné testuje prosivanim za sucha, kdy se vyuzivaji
rotacni site, které rozdeluji vzorek do nékolika velikostnich tiid a tim se hodnoti mnozstvi
agregatu odlisné odolnych proti silam, které je rozrusuji. Voda zptsobuje bobtnani agregati,
rozpousténi latek drzicich latku pohromadé a laboratorné se vyuziva prosivani pod vodou.
U této metody se vyuziva drzaku, ve kterém je ukotveno sito, na jehoz povrchu je umistén
vzorek pady. Sito je ponofeno pod vodu tak, aby byl vzorek ponofen, ale vrchni okraj sita byl
stale nad hladinou. Sito je potom v pravidelnych intervalech vynofovano
a ponofovano [54,58].

AZ na primarni Castice je mira desintegrace rozruSenych pudnich agregati hodnocena jako
mnozstvi hmoty slozené z Castic v ur¢itém velikostnim rozmezi. NejCastéjsi velikosti port sit
jsou 2000, 250 a 53 um a na jejich povrSich dochéazi k zachytavani ¢astic odpovidajici
velikosti [54,58].

2.4.2 Chemicka frakcionace

Tento druh frakcionace zahrnuje Sirokou Skalu metod, pouziva se mnoho zpusobu
a chemickych Cinidel. MiZeme zafadit oxidaci na mokré cest¢, UV zafenim, hydrolyzu,
extrakci horkou a studenou vodou, roztokem soli, organickymi rozpoustédly, destrukci
mineralni slozky pidy a termickou analyzu [59].

Oxidacni metody

Jednou z nejrozsifenéjSich a nejvyuzivané€jSich metod je Stevensonova alkalicka extrakce
s vyuzitim extrakéniho c¢inidla NaOH a Na4P>07, kdy dochézi v extrakci huminovych
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a fulvinovych kyselin do roztoku a huminy z(stavaji soucasti pevného zbytku vzorku.
Nasledné je roztok okyselen pomoci koncentrované HCl na pH = 2 nebo mensi a tim dojde
k vysrazeni huminovych kyselin a ty se od roztoku fulvinovych kyselin oddéli centrifugaci.
Nevyhodou této metody je ovSem rozpousténi Cerstvého organického odpadu a oxidace
organickych sloucenin pfi kontaktu se vzduchem [60].

Velmi ¢asto pouzivanou metodou je oddéleni biochemicky stabilizované organické hmoty
pomoci kyselé hydrolyzy, kdy se na pfedem fyzikaln€ separované frakce vzorku aplikuji
razné kyseliny za raznych reakénich podminek. Pomoci 6M HCI a refluxu jsou ze vzorku
odstranény vSechny rozlozitelné organické slouceniny (bilkoviny, polysacharidy, nukleové
kyseliny) a ziistanou pouze stabilnéjsi aromatické slouceniny s dlouhymi fetézci. Nicméné
lignin je chemicky odolny vtci kyselé hydrolyze, a proto mtze zkreslovat vysledky chemické
separace. Jednou z moznosti, jak pfitomnosti ligninu zabranit je vyuziti frakce o rozmérech
mensSich nez 53 um. Touto metodou 1ze oddélit pouze 35-66 % organického uhliku [61].

Dalsi skupina reakci je zalozena na oxidacich, napfiklad pomoci 6% NaClO. Tato
slouCenina je SetrnéjSi ke struktufe mineralniho podilu pudy, ktery zastava prakticky
nezmeénén. Hlavnim rozdilem oproti HCl je, Ze dochézi k oddéleni asi 63-91 % organického
uhliku [62].

Z dalsich vyuzivanych sloucenin je KMnO4. Mnozstvi oxidovaného organického uhliku
se pohybuje okolo 13-28 %. Vyhodou je, ze rychleji nez AK a cukry reaguji latky obsahujici
glykolové skupiny. Dalsi vyuzitelnou latkou je H20>. Zoxidovany organicky uhlik
se pohybuje okolo 25-58 %. Poslednim cinidlem, které zminim, je NaxS»Osg, které
ma podobnou vytéznost jako NaClO [63].

Pouziva se také UV fotooxidace (vysoka ucinnost UV oxidace, okolo 70 %), ktera vyuziva
skuteCnosti, ze pfi ozafovani vzorku UV zafenim se z organickych latek uvolfiuji volné
radikaly a soucasné dochazi k ionizaci atomu kysliku v okoli vzorku a tyto radikaly spolu pak
vzajemné interaguji. Kvuli faktu, ze zivotnost kyslikovych radikali je asi jen 2 ps, je velmi
omezena jejich difize v porech a fotooxidace je mozna pouze na povrchu téchto latek. Tim
je mozno oxidovat pouze latky bezprostfedné pfistupné pro mikroorganismy, zatimco
pro né fyzicky nedostupné organické latky zastavaji nedotCeny (napiiklad metabolické latky
pro mikroorganismy jako peptidy) [63].

Hydrolytické metody

Hydrolyza roztoku téchto latek probiha roztoky mineralnich kyselin (HCI, H2SO4) o raznych
koncentracich. Vyuziva principu, ze organické latky, v zavislosti na struktufe a chemickém
slozeni, podléhaji kyselé hydrolyze. Napfiiklad pro hydrolyzu hemicelulézy staci pouzit
2% HCI, ale pro krystalickou celulozu je tieba minimalné 80% H2SO4. I metabolické procesy
vyzaduji roz§tépeni substratu kyselou nebo enzymatickou hydrolyzou, takze latka, ktera bude
vyzadovat ke svému rozstépeni siln€jsi kyselinu, bude i hiife metabolizovatelna. Enzymatické
hydrolyzy maji slozit€j§i mechanismus, také to ale zavisi na organismu, jelikoz ty disponuji
rozsahlou skalou enzymi. V realité se uplatiuji vedle hydrolyz i oxidace, proto je pouziti jen
jedné mineralni kyseliny k celkovému hodnoceni organické hmoty nedostacujici [64].
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Princip tkvi v tom, ze se na vzorek pudy necha plsobit mineralni kyselina za urcitych
podminek — Cas, teplota, ptip. tlak. Poté se supernatant obsahujici hydrolyzované latky oddéli
od zbytku pudy (centrifugace) a v tomto zbytku se stanovi obsah uhliku. Dfivéjsi metody
vyuzivaly pouze kombinaci roztokit HCI a HxSOs, takze se vzorek rozdélil pouze na dveé
frakce — hydrolyzovatelnou a nehydrolyzovatelnou. V dne$ni dobé& se vice vyuzivaji
vicestupniové metody, kde se frakce stupriuji zvysSovanim koncentrace kyseliny, nebo
zvySenim teploty reakce, prodlouzenim reakéniho casu, apod. Hydrolyza se vyznacuje reakcni
nespecifitou, jelikoz hydrolyzuje i organickou hmotu stabilizovanou nejen vlastni chemickou
odolnosti, a na druhou stranu ponechava ve vzorku latky snadno hydrolyzovatelné
za normalnich podminek. Kysela hydrolyza nerozdéluje OM na funkéné homogenni frakce,
pokud ale predchazi nékterd z metod fyzikalni frakcionace, dokaze byt velmi pfinosnou
metodou [64,65].

Extrakéni metody

Jednou z nejjednodussich extrakcnich metod je extrakce vodou. Ta se déli na dvé hlavni
podskupiny, a to extrakce horkou a studenou vodou. Pii extrakci studenou vodou je obsah
rozpusténého organického uhliku nizsi. Tato frakce mize obsahovat nizkomolekularni latky
1 koloidni castice, v podstaté se jedna o veSkeré organické latky mensi nez 0,45 um. Stabilita
tohoto uhliku, extrahovaného z materialu o nizkém stupni humifikace je nizka (stabilita
uhliku va¢i mineralizaci cca tydny az mésice), kdezto z materialu o vysokém stupni
humifikace vykazuje vysokou stabilitu a nizkou rozlozitelnost s odhadovanou dobou
rezistence organického uhliku v desitkach let. Vice se ale setkavame s extrakci horkou vodou,
prave tato vyssi teplota vyrazné ovliviiuje vlastnosti extraktu, ¢asto byva oznacena za metody
hydrolytickou. Prave urceni tohoto uhliku se vyuziva jako stanoveni potenciadlné¢ mikrobialné
dostupné OM a tato frakce by mela obsahovat snadno rozlozitelné organické latky. Obsah
tohoto uhliku je asi 1-5 % a je asi 18 krat vyss§i nez u extrakce studenou vodou. NejcCastéji
se vyuziva teploty varu destilované vody, ale pro snadn&jsi uvolnéni organickych latek
se nékdy do roztoku pridavaji soli, jako MgS04[63,66].

Dalsi z extrakénich metod, ktera se fadi k jedné z nejstarsich, patii extrakce pomoc NaOH
a NasP,07. Tato extrakce uz zorganické matrice dokaze uvolnit 1 stabilngjsi
frakce — huminové a fulvinové kyseliny, pfip. huminy. I kdyz se fadi mezi velmi staré
metody, je i dnes stale Siroce vyuzivana a extrahuje znacné mnozstvi organické hmoty. Praveé
huminové latky se fadi mezi ty chemicky stabilni a jen velmi tézce pfistupné. Pokud
k extrakci vyuzijeme pouze NaOH, jsou v OM stabilizujici vodikové vazby nahrazeny
sodnymi ionty, coz zpusobi vySs§i rozpustnost extrahovanych slozek, a také preskupeni
neékterych vazeb. Vazby s vicevalentnimi kationty vSak mohou byt naruSeny pouze
pyrofosfatem sodnym. Naopak vyuziti pouze pyrofostafu je doporucovano k ziskani frakce
OM vazané na jilové minerdly vazbami s vicevalentnimi kationty a stabilizované tvorbou
chelatovach komplexti bez odstranéni Fe a Al z pivodnich matric v mineralech. Samotnym
hydroxidem sodnym je extrahovano az 80 % organického uhliku, zato pyrofosfatem pouze
néco okolo 30 %. Soucasné je postihnuto vice stabilizatnich mechanismi OM, tudiz
je vhodné ji spojit s dalsi frakciona¢ni metodou [31,60].
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Existuji ale také pokusy o extrakci organickymi rozpoustédly, jako n-hexanem, jelikoz
by alkany a VMK obsazené v OM jim mohly byt extrahovany. Dale je zase chloroform
doporucovan pro extrakci mastnych kyselin, vyssSich alkoholt, voskt a esterd. Takové latky
tvofi asi 25 % v OM u povrchového horizontu. Samotné tuky se podili na mnoha
stabilizacnich procesech, napiiklad agreguji snadnéji rozlozitelné latky, a tak je chrani pred
rozkladem [67,68].

Metody vyuZivajici destrukci minerdlni sloZky pudy

Jednim z nejvyuzivangjSich ¢inidel se vyuziva kyselina fluorovodikova, ta ma schopnost
rozpous$tét hydratované kiemicité materidly a komplexni slouceniny Fe a Al. Z hlubsSich
pudnich horizontt Ize takto extrahovat az 80 % OM. Rozpusténé mnozstvi vsak silné zavisi
na pudnim typu, napfiklad silny organicky povlak na jilovych materialech u nékterych druht
pud neumoznuje kontakt HF s mineraly uvnitf, a tim brani extrakci. Je doporucovano pied
aplikaci HF odstranit ze vzorku volnou OM, jinak by tato volna OM byla po extrakci
pritomna v HF extraktu. Predpoklada se, ze tento podil organické hmoty rozpustény v HF
obsahuje hydrofilni latky rozpustné ve vodé¢, které jsou pied rozkladem chranény adsorpci
v mineralni fazi pudy [60,69].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Frakcionace a metody charakterizace

Hlavni reaktivni ¢asti organické hmoty pudy, a také védecky nejvyznamnéjsi slozkou jsou
bezesporu huminové latky — vSudypfitomné prirodni latky vznikajici chemickou
a biologickou degradaci rostlin a zivociSnych zbytkid. Jsou v ekosystémech klicové, protoze
reguluji globalni cykly uhliku a dusiku, rist rostlin a mikroorganisma, transport
antropogennich sloucenin a tézkych kova a stabilizaci pidni struktury. Dodnes ale nejsou
vyvijeny zadné technologie pro fizeni aktivity HL, kvili jejich velké molekularni sloZitosti.
Existuje nekolik analytickych technik pro jejich charakterizaci, jako jsou oxida¢ni a redukéni
reakce, UV a fluorescenéni spektroskopie, '*C NMR spektroskopie, vysokoucinna
SEC (HPSEC), plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS), hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS), sorpce na pevnych materialech a dalsi.
Nicméné ani jedna ztéchto technik nebyla samotna shleddna jako dostatecna k objasnéni
strukturni slozitosti huminovych molekul. Obecné se HL povazuji za supramolekularni
asociace heterogennich, relativné malych molekul, které jsou drzeny pohromadé slabymi
nekovalentnimi interakcemi, jako jsou vodikové mustky a hydrofobni sily. Komplexnost
huminové molekuly mize byt redukovana postupnou destrukci intramolekularnich interakei,
které tyto komplexni suprastruktury stabilizuji, a tak mohou byt izolovany jednotlivé frakce
huminovych latek (organické hmoty). Jejich strukturalni identifikace pak muze byt
zprosttedkovana kombinaci nékolika pokrocilych analytickych metod [70].

V literatufe [70] navrhovali Piccolo a Nebbioso postupnou chemickou frakcionaci pro
odstranéni molekul z komplexnich huminovych matric, kterd je vyuzita a optimalizovana
v této praci, a také aplikaci modernich analytickych metod k urceni jejich chemické struktury.
Tento pfistup je mozné nazvat jako sekvencni chemickou frakcionaci na tzv.  humeomika®,
analogicky k modernim terminim popisujicim geny, transkripty, proteiny a technologie
mapovani metabolitd. Nicméné zatimco biomolekuly jsou syntetizovany v zivych burikach
ze specifickych prekurzort, aby slouzily pouze k definovanym bunécnym funkcim, huminové
latky jsou tvofeny entropicky fizenym rozpadem mrtvé organické hmoty a zahrnuji S§irsi
ekologické a environmentalni funkce. Frakcionace na humeomika tedy muze byt popsana
jako postupnd separace molekul od huminovych suprastruktur fizenym Stépenim
intermolekularnich vazeb. Takto ziskané frakce ,,obdobnych® typt molekul s vyrazné nizsi
heterogenitou v porovnani s pavodni matrici jsou nasledné charakterizovany pomoci
pokrocilych analytickych metod (zejména NMR a chromatografie).

Frakcionace na humeomika v literatufe [70] a v této praci zaina extrakci organickymi
rozpoustédly volnych nebo nevazanych huminovych molekul spojené s huminovou
suprastrukturou pouze slabymi disperznimi interakcemi bez poruSeni jakékoli kovalentni
vazby. Nasleduji dva kroky zahrnujici §tépeni kovalentnich vazeb mezi slabé vazanymi estery
(transesterifikace slabym roztokem BF3 v MeOH) a silné véazanymi estery (solvolyza
alkalickym roztokem KOH v MeOH). Takto uvolnéné molekuly, ziskané S§tépenim esterovych
vazeb, mohou byt dale frakcionovany pomoci L/L extrakce (kapalina/kapalina). Nakonec jsou
silné etherické a glykosidické vazby $tépeny pusobenim kyseliny jodovodikové a nasleduje
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protonace organického etheru a nukleofilni substituce jodidem s alkoholem, ktery slouzi jako
dobfe odstupujici skupina.

Autoti v téchto pracich [70,71] vyuzili GC/MS a LC/MS v zavislosti na rozpustnosti
ziskanych frakci molekul ve vodé, dalsi strukturni informace byly ziskany pomoci NMR
spektroskopie, pficemz autofi nebrali v uvahu frakce AQU3 a ORGH4, jelikoz vytézky byly tak
malé, ze pro instrumentalni analyzu nebyly vyuzitelné. Vyzkum ukazal, ze ve vSech frakcich
byly pfevazné pritomny nasycené n-alkanové kyseliny. Jejich pfitomnost ve vSech
oddélenych frakcich podtrhuje jejich tlohu pifi formovani a stabilizovani huminovych
supramolekularnich asociaci. Zatimco ¢ast nasycenych kyselin je volné vazana v huminové
matrici (jak ukazuje kvalitativni podobnost ORG1 frakce a pavodni OM), vétsina
n-alkanovych kyselin se podili na esterovych vazbach a oddé€leny jsou pouze hydrolyzou
(ORG2, ORG3 a AQU2). Nenasycené alkanové kyseliny byly také ziskany ve vodorozpustné
frakci AQU2 ve vétSim mnozstvi, nez by dovolovala jejich rozpustnost ve vod€, coz
je zpusobeno agregaci s hydrofilnimi latkami, které zvySuji jejich rozpustnost ve vodném
prostfedi. Velkou Cast nenasycenych kyselin nalezli ve frakci AQU4. Hydroxylové kyseliny
a n-alkoholy byly také v riznych mnozstvich ptitomny ve vSech separovanych frakcich.
Nejvétsi mnozstvi hydroxysloucenin bylo nalezeno v ORG1 a ORG2 frakcich, zatimco
di- a trihydroxy substituované kyseliny byly vyznamné zastoupeny jak ve frakcich ORG2, tak
ORG3, proto jsou tyto kyseliny vice zahrnuty v esterickych vazbach a hraji vétsi roli pfi
stabilizaci huminovych suprastruktur. Polyhydroxylované slouceniny jako karbohydraty,
aminocukry a jejich derivaty jsou nejvice zastoupeny v AQU2 frakci a tim je zpusobeny
vysoka hygroskopicita této frakce. Dale byly v ORG2 a ORGS3 frakcich prevazné detekovany
aromatické struktury. V organickych frakcich byly také nalezeny linearni cukry a steroidy,
ty se nejvice objevovaly v ORG2 a ORG3 frakcich, coz ukazuje, Ze jsou pevné vazané
Vv matrici.

V literatute [72,73] autofi pouzili HPSEC na frakcionaci jiz frakcionované putdni
huminové kyseliny (humeomika). HK a jeji tii velikostni frakce byly nejdfive extrahovany
a frakce nekovalentné vazanych organorozpustnych sloucenin (ORG1), slabé estericky
vazanych organorozpustnych latek (ORG2), ve vodé rozpustnych slozek (AQU2), silné
vazanych organickych slozek rozpustnych v esterech (ORG3) a finalnich nerozpusténych
zbytk (AQU4). Bylo prokazano, ze analytické vytézky identifikovanych sloucenin v ORG
nebo AQU extraktech ze vSech tfech velikostnich frakci byly vzdy vétSi, nez pro
nefrakcionovanou HK. To bylo podle autori zpusobeno slabsi konformacni stabilitou
huminové suprastruktury ziskané frakcionaci HPSEC, ¢imz byla umoznéna lepSi separace
a identifikace jednotlivych huminovych molekul. Dale zjistili, ze hydrofobni slouceniny byly
prevazné distribuovany ve frakci s nejvetsi velikosti ¢astic, zatimco hydrofilni slozky byly
eluovany ve frakci s nejmensi velikosti Castic. Také slouCeniny s linearnimi fetézci nebo
aromatickymi kruhy sdruzené v pravidelnych strukturach byly hojné&jsi v prvni frakci, kdezto
nepravidelné tvarované slouCeniny, které brani asociacim vétSich velikosti, az ve frakci
nasleduyjici.

Jiny zpusob separace byl vyuzit v literatufe [74] od Zhanga a kol., ktefi ve snaze snizit
kompozi¢ni a strukturni heterogenitu huminovych kyselin a docilit lepsiho vyuziti zdroji HK
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vyuzili k separaci extrakéni Cinidla o riznych pH. Takto separovali HK ze zvétralého uhli
do sedmi frakci upravou pH (3—10) extrakéniho Cinidla. Vysledky ukazaly, ze 90,31% frakci
HK byly obsazeny v roztocich s niz§im pH (3—7). Kompozi¢ni a strukturni charakteristiky
téchto frakci byly stanoveny pomoci EA, UV-VIS, FTIR a '*C NMR a prokazaly vyznamné
rozdily mezi frakcemi huminovych kyselin. Celkovad koncentrace obsahu kyselych
a karboxylovych skupin se snizovala s rostoucim pH. Frakce ziskané z extrak¢nich roztoka
o pH 3-4 vsak mély relativné nizs§i aromaticitu, ale vyssi obsah protonovaného uhliku. Zato
frakce zroztoki o pH 6—7 mély aromaticitu nejvySsi a obsahovaly nejvétsi mnozstvi
vazeb COO/N-C=0.

Autorka c¢lanku [75] rozdélila huminovy vzorek izolovany z lignitu do nékolika frakci
dvéma riznymi zpasoby. Prvni byl rozpusténim v pufrech upravenych na rizné pH a druhy
byl naslednym rozpusténim v pufrech se zvySujicimi se hodnotami pH. Tim bylo zjisténo,
ze extrahované huminové frakce jsou bohaté na karboxylové kyseliny ve srovnani
se zbytkovymi skupinami. ZvySovani pH pouzitych pufrd zplsobilo snizeni pevnosti
a disociacni schopnosti funk¢nich skupin v extrahovanych frakcich.

V literatute [76] vyuzili autofi také rozdéleni do nékolika frakci rozpou§ténim v pufrech
s riznymi hodnotami pH a rozpusténim v pufrech upravenych na rizné pH a charakterizovali
ziskané huminové frakce s ohledem na jejich slozeni, strukturu, velikost Castic a naboj.
Pomoci FTIR a UV-VIS zjistili, ze frakce ziskané naslednym rozpousténim byly vice
heterogenni, nez frakce pfipravené sekvencni extrakci. Frakce ziskané pii nizSich hodnotach
pH obsahovaly vyss§i mnozstvi aromatickych a karboxylovych skupin, zatimco ty, které byly
extrahovany pii vys$Sich hodnotach pH, byly bohaté na alifatické nebo peptidové skupiny.
Frakce extrahované pii neutralnim pH mély urcité specifické vlastnosti. Disociace také zavisi
na chemické struktufe molekul. Slabsi karboxylové skupiny by se tak mohly disociovat
v mén¢ kyselych roztocich a tak by mohlo byt rozpusténo vice aromatickych frakci. Bylo tak
zjisténo, ze huminové frakce se chovaji jako aniontové heterogenni ligandy s mnoha
karboxylovymi a fenolickymi skupinami o rizné sile. Vlastnosti a chovani ve vodnych
roztocich mohou byt ovlivnény dvéma hlavnimi procesy — disociaci kyselych funkénich
skupin a rozpadem huminovych agregati na mensi molekularni asociace nebo huminové
molekuly.

3.2  Aplikace podpirnych latek do pud

Popilek je celosvétové generovany ve velkém mnozstvi z tepelnych elektraren. Manipulace
s nim a jeho likvidace pfedstavuje hrozbu, proto se v posledni dobé dostalo velké pozornosti
vyuziti polétavého popilku jako zdroje pro upravu pudy a zlepSeni jeji kvality. Spole¢na
aplikace biouhlu s popilkem muze tedy zvysit kvalitu pidy a produktivitu plodin. Autofi
clanku [77] aplikovali biouhel a popilek zlignitu a sledovali G¢inky na puadni Ziviny,
biologické vlastnosti a vynos kukufice. Odebirali vzorky pady ve tfech raznych stupnich
péstovani kukufice a analyzovali je na obsah organického uhliku, dalSich biogennich prvka
(N, P, K), ptdnich enzymt, pH a mikrobialni biomasu. Takto provedena zména kyselé pudy,
po aplikaci lignitového popilku a biouhli, zlepsila sledované parametry kvality pudy, jako
je pH, elektrické vodivost, obsah enzymu dehydrogenazy a alkalické fosfatazy, a také obsah
organického uhliku z mikrobidlni biomasy. Stejné tak se tfikrat zvysila také produktivita
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kukuficného zra. Co se ale snizilo, byl obsah tézkych kovtu obsazenych v pude (Zn, Ni, Co,
Cu, Cd a Pb) v dusledku povrchové adsorpce a srazeni zptisobeného zvysenim pH pudy.

V literature [78] zkoumali, zda aplikace huminovych kyselin pochéazejici z lignitu a sadry
vzniklé odsifovanim spalin (angl. flue gas desulfurization - FGD) ma vliv na obsah
organickych latek v padé a také na jeji fyzikalni vlastnosti. Pfedchozi studie jiz prokazaly
zvySeni vyluhovéni soli a zvySenou produkci plodin, po aplikaci FGD sadry a lignitickych
HK. Experimentalni Cast této prace probihala na piscité jilovité hliné. Vzorky pudy byly
odebirany v ro¢nich intervalech po dobu péti let a analyzovany na padni organické latky,
ve vod¢ stabilni agregaty (metoda mokrého prosévani), sypnou hustotu, retencni kapacitu
vody, celkovou porovitost a mikroporéznost. Po uplynuti pétiletého intervalu bylo prokéazano,
ze jak obsah pudni organické hmoty, tak fyzikalni vlastnosti byly vyznamné pozitivné
ovlivnény, pouze objemova hustota byla oproti zadanym zménam snizZena.

Autoti clanku [79] zkoumali dlouhodobé terénni pokusy aplikace lignitového popilku
(angl. lignite fly ash — LFA) na podzemnici olejnou, kukufici a konopi. Jesté pied vysetim byl
popilek aplikovan v riznych davkach s a bez organického odpadu z cukrovarnictvi, ktery byl
pouzivan jako dopln€k a zdroj zivin. Pii vSech oSetfenich byla také aplikovana chemicka
hnojiva se sadrou, huminovymi kyselinami a biofertilizatory. Pfi jednorazovych
1 opakovanych aplikacich popilku se vynos plodin vyrazné zvysil, a také se zlepSila kvalita
pudy a obsah zivin v produktech. Nejvyssi davka popilku vykazovala nejlepsi rezidualni
ucinky ve smyslu zvySeni vynosu naslednych plodin. Nicméné bylo také pozorovano urcité
zvySeni obsahu stopovych a tézkych kovi, a také trovné y-emitort v pudé i plodinach,
ale stale v ramci pfipustnych limitd. LFA popilek se tak chova jako vynikajici modifikator
struktury pudy, zdroj zakladnich zivin pro rostliny a Cinidlo pro zlepSeni urodnosti pudy
a vynos plodin. Krom€ zvySeni obsahu organické hmoty v pudé také tato uprava
imobilizovala toxickou stopu a tézké kovy. Jedna se tedy o dalSi praci potvrzujici vyuziti
popilku ve velkém meéfitku ke zvySovani urodnosti pidy a produktivity, bez nepfiznivych
ucinkd na pudu nebo plodiny, coz by mohlo napomoct vyfeSeni problému hromadného
odstranovani popilku zptisobem Setrnym k Zivotnimu prostiedi.

Dalsi vyzkum [80] opét zkoumal biouhel jako vhodny material pro upravu vlastnosti pudy
a zvySeni vynosu plodin. Pfimo byla zkoumana aplikace biouhlu v riznych rychlostech
na pudni vlastnosti, hojnost a slozeni pudnich spoleCenstev. Ukazalo se, ze aplikace biouhlu
a N-hnojiv vyrazné zvysSila vynos plodin, coz souvisi se zvySenym obsahem zivin. Vyskyt
gentl nirK a nirS vyznamné vzrostl o 4 %. Slozeni nirK genu bylo ovlivnéno hlavné zménami
v pudnim NO;3~, dusiku, pH a dostupném fosforu. Zjisténi ukazuje, ze pridavani biouhlu
do regenerované pudy z poklesu t€zby uhli v kombinaci s N-hnojivy mize vyznamné zlepsit
vynos plodin a urodnost pudy.

V literatute [81] byly zkoumany ucinky aplikace produktu obsahujiciho lignitické
huminové kyseliny na puady se stfednéhrubou a hrubou texturou po dobu tii let. Prace
se snazila posoudit, zda tento produkt mize nahradit pouziti hnoje s ohledem na jeho ucinky
na pudni vlastnosti a vynosy zeleniny. Na pudy byly aplikovany jak lignitické huminové
kyseliny v jedné davce a ve dvojité davce, tak samotny hntj. Vliv aplikace zakona na ptdni
vlastnosti spolu s vytézkem testovanych rostlin byl hodnocen po kazdém vegetacnim obdobi.

33



Vysledky ukazaly, ze po aplikaci huminovych kyselin v obou ptdach doslo ke zlepSeni témér
vSech pudnich parametra, jako jsou vlastnosti sorpéniho komplexu, kvalita organické hmoty,
aktivita enzymu dehydrogenazy, a také ke zvySeni produkce zeleniny. V pudé€ s hrubou
texturou byly biomasy kotfent a vyhonki vyssi nez 3—4-nasobné (zvlasté po aplikaci dvojité
davky) oproti kontrolnimu vzorku s hnojem, zatimco v pudé se stfednéhrubou texturou byl
tento rozdil asi 2,5-nasobny pro biomasy vyhonku a kofenti. Organicky uhlik a uhliky vazané
na obsah huminovych kyselin zlstaly vyznamné vyssi, nez u kontrolniho vzorku po tfetim
vegetacnim obdobi, zatimco dehydrogendzova aktivita byla viditelnd hlavné po prvnim
vegetacnim obdobi. Byly také vypocitany indexy kvality pady, nejvyssi hodnoty byly
zaznamenany po dvojnasobné davce huminové kyseliny a zejména u hrubé texturované pady.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité materialy
V této praci byly celkem vyuzity tfi zdrojové matrice organické hmoty:

e Puda (lokalita Hodonin-Panov)
e Lignit (jihomoravsky)
e Rocni odbér pidy po aplikaci lignitu (lokalita Hodonin-Panov)

Kazdy z téchto vzorkt organickych matric poslouzil jako vychozi material pro studium vlivu
aplikace lignitu na distribuci organické hmoty v padé. Pro tyto ucely byla v praci vyuzita
metoda sekvencni chemické frakcionace na humeomika (postup viz kapitola 4.4). Vychozi
vzorky lignitu a pudy byly vyuzity zejména jako srovnavaci vzorky, na jejichz zakladé budou
posuzovany rozdily v distribuci organické hmoty v pudé pred a po aplikaci lignitu jakozto
modelové pidni podplrné latky. Pro kazdy z té€chto tii vzorkl byly provedeny tfi opakovani
sekvencni chemické frakcionace.

4.2 Pouzité chemikalie

e Hydroxid sodny, >98% p.a., Penta s.r.0.

e Methanol HPLC, >99,9% p.a., Lach-Ner s.r.o.

e Dichlormethan (DCM), >99,92% p.a., Lach-Ner s.r.o.

e Kyselina jodovodikova 57% p.a., Sigma-Aldrich

e Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Penta s.r.o.

e Pyrofosfat sodny, >99% p.a., Sigma-Aldrich

e Chloroform, >99,8% p.a., Honeywell

e Siran sodny, >299% p.a., Penta s.r.o.

e Diethylether, >99,9% p.a., Lach-Ner s.r.0.

e Hydroxid draselny, >89,6% p.a., Lach-Ner s.r.o.

e Aceton, >99,94% p.a., Lach-Ner s.r.o.

e Pentahydrat thiosiranu sodného, >99,5% p.a., Penta s.r.o.
e Fluorid bority — roztok s methanolem 50%, Sigma-Aldrich
e Hydrogenuhlicitan sodny, >99,5% p.a., Penta s.r.o.

e Destilovana voda

e MQ voda

4.3 Pouzité pristroje
e Tiepacka (Heidolph Vibramax 100)
e pH metr (Mettler Toledo)
e CHNS/O elementéarni analyzator (Euro EA3000, EuroVector)
e Termicky analyzator (TGA Q5000, TA Instrument)
e FTIR spektrometr (Nicolet iS50)
e Digitalni ohfiva¢ (Heidolph MR Hei-Standard)

4.4  Postup sekvencni chemické frakcionace na humeomika

Souhrnné schéma zndzorfiujici celkovy proces, pouzitd Cinidla a oznaceni jednotlivych
ziskanych frakci z ptivodniho organického materialu je znazornén na Obr. 12.
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Obr. 12 — Obecné schéma sekvencni chemické frakcionace na humeomika

4.4.1 Frakcionacel

Separace frakce AQU1

Prvnim krokem bylo vysuSeni celkem 400 g organického materialu v su§arn€ za teploty 45 °C
po dobu 24 hodin, aby se odpaftila veSkera voda.

Z vysuSené zdrojové matrice bylo tfikrat odebrano 50 g materialu. Ten byl pfeveden do tii
Erlenmeyerovych banék a do kazdé z nich bylo ptidano 150 ml 0,1 mol-dm > HCI. Nasledn&
byly banky prekryty dvojitou vrstvou parafilmu a ponechany pies noc na tiepacce.
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Nasledujici den byly vzorky za snizeného tlaku prefiltrovany pftes filtrani papir. Filtraty
byly pfevedeny do plastovych kadinek, ptekryty buni€inou, zmrazeny v mrazéku a nasledné
byla v lyofilizatoru odpafena veskera voda — AQUI1. Pevny odfiltrovany material byl
po nekolik dni ponechéan v susarné pti 45 °C.

Separace frakce ORG1

VysuSeny material po separaci AQUI1 byl opét v Erlenmeyerovych baikach prelit 150 ml
roztoku (100 ml DCM a 50 ml MeOH). VSechny baiky byly piekryty dvojitou vrstvou
alobalu a ponechany na tfepacce pres noc.

Dalsi den byly vzorky za snizeného tlaku piefiltrovany pies filtracni papir, sediment byl
jesté promyt 100 ml roztoku (50 ml DCM a 50 ml MeOH) a pfefiltrovan. Filtrat byl prelit
do filtracnich banék se zabrusem a rozpoustédlo bylo odpareno na rotacni odparce pii 50 °C.
Zbytek po odpareni byl za pomoci ¢istého DCM (jen malé mnozstvi postacujici na rozpusténi
frakce za stén filtracnich ban€k) preveden do pfedem zvazenych vialek, ty byly prekryty
bunicinou a ponechéany v digestoii do odpatfeni DCM — ORG1. Pevny odfiltrovany material
byl po né€kolik dni ponechan v susarné pti 45 °C.

4.4.2 Frakcionace II

VysuSeny pevny material po separaci ORGI1 byl preveden do vysokotlakych uzaviratelnych
teflonovych nadobek (Obr. 13) a do kazdé¢ bylo ptidano 50 ml 12% roztoku fluoridu boritého
v methanolu (vznikly zfedénim ptvodniho 50% roztoku). Nadobky byly pevné uzavieny,

sevieny v kovovém stojanku a umistény na 8 hodin do susarny na 85 °C.

Obr. 13 — Teflonové vysokotlaké nadobky

Po 8 hodinach byly nadobky vyjmuty ze suSarny, nechany vychladnout a po vychladnuti
do nich bylo pfidano dalsich 50 ml 12% roztoku fluoridu boritého v methanolu. Uzaviené
nadobky ve stojanku byly na dalSich 8 hodin umistény do susarny na 85 °C.
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Po uplynuti potfebné doby a po vychladnuti roztoku v nadobkach byly vzorky zfiltrovany
za bézného tlaku pfes filtracni papir (dvakrat) a pevny podil byl promyt celkem 70 ml MeOH.
Pevny odfiltrovany material byl po nékolik dni ponechan v su§arné pii 45 °C.

L/L extrakce

K filtratim byla pfidana ultraCista destilovana voda o stejném objemu jako filtratu (170 ml,
pomeér 1:1) a vSe bylo pfevedeno do délici nalevky (pokud je pfili§ velky objem roztoku, da se
snizit obsah methanolu na rotacni odparce). Nasledné bylo do nalevky pfiddno 25 ml
chloroformu a snalevkou bylo tfepano (upoustét tlak kohoutem nalevky). Jelikoz
je chloroform nemisitelny s vodou, a také ma vySsi hustotu, zastal po vytfepavani naspod
nalevky a byl kohoutem vypustén do pfipravené kadinky. Vytfepavani bylo opakovano,
dokud nemél chloroform po vytfepavani svétlou barvu (celkové opakovano asi
ctytikrat — 100 ml chloroformu). Takto byla oddé€lena organicka frakce.

Z nalevky byla dale odpipetovana vodna frakce (seshora), ktera byla rovnou filtrovana
za b&zného tlaku pres filtraCni papir do pfipravenych kadinek. V nélevce jesté po separaci
zustaly drobné usazeniny, tudiz bylo do nalevky jesté piidano 25 ml MeOH, ve kterém
se usazeniny jesté CasteCné rozpustily. Tento objem MeOH byl jesté zfiltrovan pies filtracni
papir a pfidan k objemu organické frakce.

Do kadinek obsahujicich organickou frakci byly pfidany zhruba tii 1zicky bezvodého
siranu sodného (promichéano), ktery na sebe navazal zbylou vodu obsazenou v organické
frakci, a vSechny roztoky byly za snizeného tlaku zfiltrovany pfes filtracni papir. Odfiltrovany
siran sodny byl jesté proplachnut 60 ml chloroformu. Vysledny roztok by mél byt ¢iry, pokud
je stale zakaleny, je tfeba piidat dalsi siran sodny a zbavit se obsazené vody. Takto pfipravené
¢iré roztoky byly odpafeny na rotacni odparce pti 50 °C. Zbytek po odpareni byl za pomoci
¢istého chloroformu (jen malé mnozstvi postacujici na rozpusténi frakce za stén filtracnich
ban¢k) preveden do predem zvazenych vialek, ty byly pifekryty buni¢inou a ponechany
v digestofi do odpareni chloroformu — ORG2.

Z vodnych frakci byl na rota¢ni odparce pii 50 °C odpaten zbyly objem methanolu. Zbytek
po odpareni byl preveden do dialyzacnich membran (velikost pora 1 000 Da) a dialyzovan
proti destilované vodé po dobu asi tii tydni — kontrola pomoci konduktometru. Po ukonceni
dialyzy byly vzorky vymrazeny a v lyofilizatoru byla odpafena veskera voda — AQU?2.

4.4.3 Frakcionace II1

Pro tuto a nasledujici frakcionaci bylo nejdfive nutné sestavit aparaturu podle Obr. 14.
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Obr. 14 — Aparatura pro frakcionaci Ill a IV

VysuSeny pevny material po separaci frakci ORG2 a AQU2 byl preveden do varnych
ban€k. Do puadnich vzorki bylo pfidano 50 ml roztoku KOH v MeOH o koncentraci
1 mol-dm™3, do lignitickych vzorkd 100 ml roztoku, jelikoz lignit hodné roztok sorboval. Dale
bylo pfidano magnetické michadlo, baiikka se vzorkem byla pfipevnéna na piimy chladi¢
(Obr. 14) a digitalni ohfiva¢ byl nastaven na vyhfrati oleje na 75 °C. Takto byla smés
refluxovana v dusikové atmosféfe po dobu 2 hodin. Po uplynuti doby byl obsah banék
prefiltrovan za snizeného tlaku ptes filtracni papir, zbyly sediment byl jesté proplachnut 25 ml
methanolu a opét zfiltrovan. Pevny odfiltrovany material byl po nékolik dni ponechan
v susarné pii 45 °C.

L/L extrakce

Filtraty byly nejdiive okyseleny na pH < 2 pomoci koncentrované HCIl a byla pfidana
ultracista destilovana voda o stejném objemu jako filtratu (pomér 1:1) a vSe bylo pfevedeno
do délici nalevky (pokud je piiliS velky objem roztoku, da se snizit obsah methanolu
na rotacni odparce). Nasledné bylo do nalevky ptidano 25 ml DCM a s nalevkou bylo tfepano
(upoustét tlak kohoutem nalevky). Jelikoz je DCM nemisitelny s vodou, a také ma vyssi
hustotu, zustal po vytfepavani naspod nalevky a byl kohoutem vypustén do piipravené
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kadinky. Vytfepavani bylo opakovano, dokud nemé&l DCM po vytiepavani svétlou barvu
(celkove opakovano asi Ctyfikrat — 100 ml DCM). Takto byla oddélena organicka frakce.

Z nalevky byla dale odpipetovana vodna frakce (seshora), ktera byla rovnou filtrovana
za b&zného tlaku pres filtraCni papir do pfipravenych kadinek. V nélevce jesté po separaci
zustaly drobné usazeniny, tudiz bylo do nalevky jesté piidano 25 ml MeOH, ve kterém
se usazeniny jesté CasteCné rozpustily. Tento objem MeOH byl jesté zfiltrovan pres filtracni
papir a pfidan k objemu organické frakce.

Do kadinek obsahujicich organickou frakci byly pfidany zhruba tii 1zicky bezvodého
siranu sodného (promichéano), ktery na sebe navazal zbylou vodu obsazenou v organické
frakci, a vSechny roztoky byly za snizeného tlaku zfiltrovany pfies filtracni papir. Odfiltrovany
siran sodny byl jesté proplachnut 60 ml DCM. Vysledny roztok by mél byt Ciry, pokud
je stale zakaleny, je tfeba piidat dalsi siran sodny a zbavit se obsazené vody. Takto ptipravené
¢iré roztoky byly odpafeny na rotacni odparce pti 50 °C. Zbytek po odpareni byl za pomoci
¢istétho DCM (jen malé mnozstvi postacujici na rozpusténi frakce za stén filtraCnich banék)
pfeveden do predem zvazenych vialek, ty byly prekryty buni¢inou a ponechany v digestofi
do odpateni DCM — ORG3.

Z vodnych frakci byl na rota¢ni odparce pii 50 °C odpaten zbyly objem methanolu. Zbytek
po odpareni byl preveden do dialyzacnich membran (velikost pora 1 000 Da) a dialyzovan
proti destilované vode po dobu asi tfi tydni — kontrola pomoci konduktometru. Po ukonceni
dialyzy byly vzorky zmrazeny a v lyofilizatoru byla odpafena veskera voda — AQU3.

4.4.4 Frakcionace IV

K vysuSenému pudnimu materialu po separaci frakci ORG3 a AQU3 bylo ptidano 50 ml 47%
roztoku HI ve vodé, do lignitickych vzorkd 100 ml roztoku (lignit hodné sorboval). Dale bylo
pridano magnetické michadlo, barika se vzorkem byla ptipevnéna na piimy chladi¢ (Obr. 14)
a digitalni ohfivaC byl nastaven na vyhfati oleje na 75 °C. Takto byla smés refluxovana
v dusikové atmosféie po dobu 2 dni. Po uplynuti doby byl obsah banék prefiltrovan
za snizené¢ho tlaku pres Whatman Glass Microfiber Filter, kazdy sediment byl jesté
proplachnut 25 ml vody a opét zfiltrovan. Pevny odfiltrovany material byl po né€kolik dni
ponechan v suSarné pii 45 °C.

Vsechny filtraty byly nasledné zneutralizovany pouzitim NaHCO3 na pH =7 a pomoci
Na»S»03 byla provedena redukce obsazeného jodu (smés se zakalila do hnéda). Takto byly
filtraty umistény do dialyza¢nich membran (1 000 Da) a dialyzovéan proti destilované vodé
po dobu asi péti tydna (velky obsah soli) — kontrola pomoci konduktometru. Po ukonceni
dialyzy byly vzorky zmrazeny a v lyofilizatoru byla odpafena veskera voda — AQU4.

Extrakce frakce ORG4 nebyla provedena, jelikoz tato frakce jiz neobsahuje prakticky
zadnou organickou hmotu.

4.4.5 1Izolace RES OM

Pro izolaci residualni organické hmoty bylo z vysuSenych vzorka (po separaci frakce AQU4)
odebrano 5 g organické hmoty, knim bylo pfiddno po 45 ml extrakéniho Ccinidla
(0,5 mol-dm— NaOH a 0,1 mol-dm > NasP,05) a vzorky byly ponechany na tiepacce pies noc.
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Nasledujici den byly vzorky za snizeného tlaku zfiltrovany pres filtraéni papir a kazdy
sediment byl jesté proplachnut 25 ml vody. Filtraty byl pfevedeny do dialyzacnich membran
(velikost pora 1000 Da) a dialyzovany proti destilované vodé po dobu asi dvou
tydni — kontrola pomoci konduktometru. Po ukonceni dialyzy byly vzorky zmrazeny
a v lyofilizatoru byla odpatfena veskera voda — RES OM. Pevny odfiltrovany material byl
po nékolik dni ponechan v susarné pii 45 °C.

4.4.6 Izolace NOM

Soubézné s predchozim postupem byla jesté paralelné provedena bézna alkalicka extrakce
puvodni organické hmoty, kazdy vzorek byl opakovan tiikrat. Z vysusené zdrojové matrice
bylo odebrano po 5g vzorki a knim bylo pfidano po 45 ml extrakéniho Ccinidla
(0,5 mol:dm— NaOH a 0,1 mol-dm > NasP>,05) a vzorky byly ponechany na tfepacce pres noc.

Nasledujici den byly vzorky za snizeného tlaku zfiltrovany pies filtrani papir a kazdy
sediment byl jest€¢ proplachnut 25 ml vody. Takto byly filtraty ztitrovany na pH=7
a prevedeny do dialyzaCnich membran (velikost pord 1000 Da) a dialyzovany proti
destilované vodé po dobu asi dvou tydni — kontrola pomoci konduktometru. Po ukonceni
dialyzy byly vzorky zmrazeny a v lyofilizatoru byla odparena veskera voda — NOM. Pevny
odfiltrovany material byl po nékolik dni ponechan v susarné pii 45 °C.

4.4.7 Snizovani obsahu jéodu a chléru ve vzorcich

Vsechny vzorky ziskané po izolaci AQU4 obsahovaly jod a kvili elementarni analyze musel
byt jod odstranén. Z kazdého vzorku bylo odebrano definované mnozstvi materialu (obvykle
1 g, zalezelo ale na vytézku), zalito 30 ml destilované vody a ke kazdému vzorku bylo
pridano potifebné mnozstvi thiosiranu sodného, aby doslo k redukci volného jodu (ovéfovano
pomoci roztoku skrobu). Takto pfipravené roztoky byly ponechany 4 hodiny na tfepacce, poté
pfevedeny do dialyza¢nich membran (1 000 Da) a dialyzovany proti destilované vodé. Po
ukonceni dialyzy byly obsahy membran zmrazeny a veSkera voda byla odstranéna pomoci
lyofilizatoru.

Vzorky AQU1 nebyly na pocatku dialyzovany, proto obsahovaly chlor a dodatecné byla
dodélavana dialyza proti destilované vode¢.

4.5 Nastaveni pristroju
4.5.1 Elementarni analyza
Elementarni slozeni vSech frakci pavodnich vzorki organické hmoty ziskanych z frakcionace

na humeomika (viz kapitola 4.4) bylo zjisténo pomoci CHNS/O elementarniho analyzatoru
Euro EA3000. Obsah kysliku byl manuélné dopocitan.

4.5.2 Termogravimetricka analyza

Jednotlivé frakce organické hmoty ziskané ze sekven¢ni frakcionace na humeomika byly dale
charakterizovany termogravimetricky na pfistroji TGA Q5000 od spolecnosti TA Instruments
v kyslikové atmosfére (10-700 °C). Ze ziskanych dat byl urCen obsah nespalitelného podilu
(popela) a celkova vlhkost.
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4.5.3 FTIR spektrometrie

Dale byly veskeré frakce organické hmoty ziskané ze sekvencni frakcionace na humeomika
studovany pomoci FTIR spektrometrie za vyuziti techniky ATR (technika zeslabeného
uplného odrazu). VSechna meéfeni byla provedena pii pokojové teploté (v klimatizované
mistnosti) na vestavéném krystalu ATR. Spektra FTIR v ustaleném stavu byla zaznamenana
v rozsahu 4 000400 cm™' a rozliseni 4 cm™! (64 skentl). Jako pozadi méfeni bylo pouzito
spektrum Cistého suchého diamantového ATR krystalu v atmosféfe okolniho prostredi
(vzduch). Sbér a zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru Omnic Series.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace je posouzeni vlivu aplikace lignitu jako podpturné latky na obsah
a distribuci organické hmoty v pudé. Konvenéni zpuisob zahrnuje klasickou alkalickou
extrakci (NOM) a ziskany extrakt se dale upravou pH frakcionuje na huminové a fulvinové
kyseliny, a tak se urci celkova organika a pomér HK/FK.

Jak ukazuji posledni studie [70-73], ziska se metodou alkalické extrakce jen velmi malé
mnozstvi z celkové organiky v pudeé (viz Tab. 12, Tab. 13, Obr. 24 a Obr. 25). Proto
se v posledni dobé objevuji pfistupy, jak chemicky modifikovat pidu (nejlépe sekvencné),
aby bylo postupné mozné ziskat i ty siln€¢ vazané organické molekuly (napf. huminy),
resp. organickou hmotu vazanou na aluminosilikaty a Zelezo v pudé. Jednim z pfistupt
je vyuzit metodiku, kterou poprvé popsal Piccolo [70].

V této praci jsem se tuto metodu rozhodl aplikovat na posouzeni vlivu aplikace lignitu
na pudni organickou hmotu, jelikoz se lignit vyuziva jako pudni kondicionér — podputrna
latka, ktera dodava do pidni matrice organickou hmotu. Navic je lignit také stabilni a jeho
porovita struktura vylepSuje i dalsi fyzikaln€-chemické vlastnosti pudy.

Vramci této kapitoly bude nejdifive predstavena metodika sekvencni chemické
frakcionace, a také popsan postup zpracovani vysledka (kapitola 5.1). Nasledné se budu
vénovat vlivu lignitu na distribuci organické hmoty ptfed a po jeho aplikaci (kapitola 5.2),
a zavérem bude proveden bliz§i popis a charakterizace jednotlivych ziskanych frakci
organické hmoty (kapitola 5.3).

5.1 Sekven¢ni chemicka frakcionace na humeomika

Pro posouzeni vlivu aplikace lignitu na obsah a distribuci organické hmoty v pudé byla
provedena sekvencni chemicka frakcionace jednak na ptivodnim vzorku pudy, lignitu, ktery
byl do pudy aplikovan, a dale také na vzorku pudy ziskaném rok po aplikaci lignitu. V této
kapitole bude tato metoda ndzorn¢ predstavena na zdrojové matrici lignitu, jelikoz tato
matrice obsahovala organické hmoty nejvice.

Tab. 7 — Vytezky jednotlivych frakci ziskanych z lignitické zdrojové matrice (v 50 g zdrojové matrice).

Vzorek mp [mg] Vzorek mp [mg]
Lignit AQU1 1218,0+91,9 Lignit AQU4 4 587.6 £369.6
Lignit ORG1 1243,5+332,6 Lignit OM po AQU4 41 673,0+ 18933
Lignit AQU2 124+23 Lignit ResOM 309,2 + 14,1
Lignit ORG2 4475+ 179 Lignit OM po ResOM 35632,6+10929
Lignit AQU3 0,2+0,1 Lignit NOM 2 656,0 £ 674,1
Lignit ORG3 75,7+0,1 Lignit OM po NOM 43 250,3 +2 002,6
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Obr. 15 — Wytézky jednotlivych frakci ziskanych z lignitické zdrojové matrice (v 50 g zdrojové matrice).

V Tab. 7 jsou uvedeny vytézky jednotlivych frakci (graficky znazornéné na Obr. 15),

ziskanych z 50 g zdrojové matrice a jejich srovnani s klasickou alkalickou extrakci (NOM).

Jak je vidét, celkové mnozstvi vyizolovanych frakci organické hmoty ziskanych sekvencni
chemickou frakcionaci je oproti klasické alkalické extrakci né€kolikanasobné vyssi. Takto

ziskané frakce v sobé ale obsahuji urcité procento soli, které byly do jednotlivych frakci

vpraveny umeéle izolacni procedurou z pouzitych extrakénich cinidel, a také vlhkost, které
byly zjistény pomoci TGA (Tab. 8), a bylo tfeba je pfepocitat na obsah organické hmoty

v puvodnich vzorcich.

Tab. 8 — Obsah popelovin a vihkosti v jednotlivych frakcich ziskanych z lignitické zdrojové matrice.

Vzorek Popel [hm. %] | Vlhkost [hm. %]
Lignit AQU1 4744 £ 735 13,15+ 6,28
Lignit ORG1 1,09+ 0,81 1,27 +£ 0,35
Lignit AQU2 12,95 +1,71 7,58 +£0,57
Lignit ORG2 5,13+ 0,50 11,78 £3,30
Lignit AQU3 N/A* N/A*
Lignit ORG3 N/A* N/A*
Lignit AQU4 59,27 £ 0,61 10,97 £ 0,38

Lignit OM po AQU4 23,39+ 0,84 16,87 £ 3,74
Lignit ResOM 39,18+ 0,01 11,03 £0,01
Lignit OM po ResOM 38,56+ 0,51 9,19+ 0,37
Lignit NOM 15,48 £2.46 9,56 + 0,66
Lignit OM po NOM 48,41 £0,74 5,86+ 0,88
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* Z lignitu byly ziskany jen velmi malé vytézky frakci AQU3 a ORG3, které byly vyuzity
jen na elementarni analyzu.

Popeloviny a vlhkost jsou uvedeny v Tab. 8. S témito daty bylo nasledné¢ mozné prepocitat

ziskané vytézky na obsah organické hmoty (resp. organického uhliku) v nich.

Tab. 9 — Obsah organické hmoty ve vytézcich z lignitické zdrojové matrice.

Vzorek mp [mg] Vzorek mp [mg]
Lignit AQU1 481,1 £59.4 Lignit AQU4 1366,0 +120,6
Lignit ORG1 | 12153 +332,6 Lignit OM po AQU4 24 857,77+ 193,5
Lignit AQU2 9,9+1,9 Lignit ResOM 154,0+ 7,0
Lignit ORG2 371,8 + 212 Lignit OM po ResOM 18 623,2+ 7832
Lignit AQU3 0,2+0,1 Lignit NOM 1 985,6 +468,1
Lignit ORG3 75,7+0,1 Lignit OM po NOM 19 776,5 + 971,6

Celkovy obsah organickych latek v lignitu 34485,0+ 0,1

V Tab. 9 jsou uvedeny obsahy organické hmoty v jednotlivych vytézcich (graficky
znazornéné na Obr. 16). Obsahy vlhkosti asi neni tfeba srovnavat, 1 kdyz byly vSechny vzorky
suseny, urCité procento vody vzdy zistane pevné vazano uvnitf struktury. Co se ale popelovin
tyCe, v urcitych frakcich je jich pomérné velké procento.
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Obr. 16 — Obsah organické hmoty ve vytéZcich z lignitické zdrojové matrice.

Detailnéji ze srovnani jednotlivych frakci vyplyva, ze vyssi obsah popela mély zejména
frakce AQU1, AQU4, RESOM a rezidualni materialy po extrakci. U frakce AQUI1 je vySsi
obsah popela zptisoben tim, Ze u ni nebyla po extrakci provedena dialyza, jelikoZ se jedna
o mobilni frakce organické hmoty reprezentované ve vode rozpustnymi relativné malymi
molekulami a dialyzou by se vymyla vétSina z organického materialu. Frakce ORG1, AQU?2
a ORG3 obsahuji jen velmi malo popelovin. Na frakcich AQU3 a ORG3 nebyly popeloviny
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a vlhkost zjistovany, jelikoz vytézky téchto frakci byly velmi nizké a primamné byla vzdy
zjiStovana elementarni analyza, po které jiz nezbyvalo zadné mnozstvi pro TGA. Na ziskani
frakce AQU4 byla pouzita kyselina jodovodikova a pro upravu pH a redukci jodu byly
pouzity NaHCO3 a Na»xS»03, které tuto frakci ,,zasolili“. Zbyla frakce ResOM a frakce NOM
byly obé ziskany alkalickou extrakci. ResOM po vyizolovani ostatnich frakci ale obsahovala
vice nez dvojnasobek popelovin oproti NOM. Zbytky OM po AQU4, ResOM a NOM byly
zasoleny hodn€, coz je zpusobeno tim, ze se jedna o ptivodni matrici, ktera v sobé popeloviny
obecné obsahuje a podstatna Cast byla do matrice rovnéz vpravena béhem izolace AQUA4.
U NOM je zasoleni dale jesté zptusobeno tim, ze se pied dialyzou vzorek okyseluje pomoci
HCI, takze neutralizaci vznika stl. Srovnani metody sekven¢ni chemické frakcionace
a klasické alkalické extrakce nam ukazuje, ze pomoci klasické NOM lze vyextrahovat jen asi
polovinu organické hmoty oproti sekvencni chemické frakcionaci. Souhrnné srovnani obou
grafl je pro ukazku uvedeno na Obr. 17.
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Obr. 17 — Porovnani redlného vytézku a obsahu organické hmoty v jednotlivych frakcich u lignitické
zdrojové matrice.
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Obr. 18 — Porovnani vyextrahované organické hmoty s celkovym obsahem.

Zajimavé je porovnani obou metod extrakce organické hmoty s celkovym mnozstvim
organické hmoty v lignitu, které je uvedeno na Obr. 18. Dokonce i metodou sekvencni
chemické frakcionace bylo mozné ziskat jen velmi malé mnozstvi organické hmoty
z celkového obsahu v lignitické matrici, asi jen okolo 10 %, metodou NOM jen asi okolo 5 %.

Pomoci TGA byla zji§téna distribuce organické hmoty mezi jednotlivymi frakcemi
a nasledné byly vzorky podrobeny elementarni analyze, kterou byla ziskdna hmotnostni
procentualni zastoupeni C, H a N, O byl nasledné dopocitan i s pomoci hodnot vlhkosti
a popelovin uvedenych v Tab. 8. Z hlediska cile diplomové prace, coz bylo posouzeni vlivu
aplikace lignitu na kvalitu a distribuci organické hmoty v pude, je nejpodstatnéjsi sledovat
zastoupeni organického uhliku a dusiku. Frakce AQUI a vSechny od AQU4
az po OM po ResOM které obsahovaly velké mnozstvi chloridi resp. iodidd, vpravenych
do vzorkli béhem izola¢ni procedury musely byt pfed provedenym elementarni analyzy jesté
dodatkoveé precistény. K témto ucelim byla vyuzita metodika popsana v kapitole 4.4.7.
Ziskané promyté vzorky byly podrobeny elementarni analyze, vysledky bydlo nutné
prepocitat podle mnozstvi vymytého materialu dle Tab. 10.
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Tab. 10 — Navazky a vytézky frakci, podrobenych promyvani (popsdno v kapitole 4.4.7.)

Vzorek Navazka [g] | Vytézek [g]
Piada AQU1 0,3950 0,0896
Lignit AQUI1 1,0710 0,0131
1YP AQU1 0,3580 0,0741
Piada AQU4 1,0050 0,7715
Lignit AQU4 1,0850 0,9695
1YP AQU4 1,0470 0,9741
Pida OM po AQU4 1,0050 0,7160
Lignit OM po AQU4 1,0450 0,3816
1YP OM po AQU4 1,0200 0,7456
Pida ResOM 0,0470 0,0051
Lignit ResOM 0,0850 0,0188
1YP ResOM 0,0430 0,0060
Pida OM po ResOM 1,0840 0,8487
Lignit OM po ResOM 1,0040 0,7466
1YP OM po ResOM 1,0750 0,1225

Tab. 11 — Zastoupeni zdakladnich organickych prvkii (C, O, N, H) ziskanych sekvencni chemickou
frakcionaci a NOM frakcionaci pro lignit. Hodnoty jsou vztaZeny na 1 g zdrojové matrice.

Vzorek C [mg/1 g] H [mg/1 g] N [mg/1 g] O [mg/1 g]
Lig. AQU1 5,933 + 0,003 0,509+ 0,076 10,311 +0,014| 7,345+0,764
Lig. ORG1 17,303 £ 4,441 | 2,573 +£0,667 |0,058+0,013| 4,372+ 1,531
Lig. AQU2 0,106 + 0,019 0,010+ 0,002 ]0,005+0,001| 0,078 +0,017
Lig. ORG2 3,753+ 0,136 0,480+ 0,027 |0,019+0,004| 3,185+0,326
Lig. AQU3 (-107) 1,290 + 0,001 0,200 £ 0,001 |0,320 £+ 0,001 1,520 £ 0,001
Lig. ORG3 1,066 + 0,001 0,204 + 0,001 ]0,009 +0,001| 0,235+ 0,001
Lig. AQU4 0,762 + 0,029 3,206+ 0,147 10,153 +£0,012| 18,642+ 0,358
Lig. OM po AQU4 | 341,197+ 1,661 | 23,366 + 0,399 | 8,282 +0,095| 80,596 + 27,643
Lig. ResOM 3,886 + 0,000 0,282 + 0,000 10,152 + 0,000 N/A*
Lig. OM po ResOM | 329,164 + 14,316 24,517 £ 1,554 | 8,137+ 0,288 | 43,668 + 4,604
Lig. NOM 26,386 £ 6,483 | 2,344+0,687 |0,473 £0,086| 10,508 +2,160
Lig. OM po NOM | 222,434 + 8,640 | 23,933 + 1,499 10,073 = 0,043 | 149,091 + 12,608

* Nebylo mozné dopocitat z divodu nedostatecného mnozstvi vzorku pro TGA analyzu
nezbytnou pro dopocet obsahu kysliku.
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Obr. 19 — Srovndni zastoupeni organického uhliku v piivodni matrici, organického uhliku
vyextrahovaného obéma metodami a jeho zbytku v matricich po extrakci u lignitické matrice.

Na Obr. 19 je znazornéno celkové vyextrahované mnozstvi uhliku ziskaného z lignitu
(urCeno pomoci TGA a EA) a srovnano se sekvencni chemickou frakcionaci, klasickou
alkalickou extrakci a nevyextrahovanymi zbytky po NOM a sekvencni frakcionaci. Viditelné
bylo sekvencni chemickou frakcionaci ziskano vice organického uhliku, nez pomoci NOM,

ale v residuich jesté organického uhliku zbylo pomérné hodné.
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Obr. 20 — Srovndni zastoupeni organického uhliku v jednotlivych frakcich u lignitické matrice.
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Obr. 21 — Srovndni zastoupeni organického uhliku v jednotlivych frakcich u lignitické matrice.
(Priblizeno)

V Tab. 11 je uvedeno zastoupeni prvki v lignitické zdrojové matrici, dale pak pro
nazornost jsou tato data vynesena do grafické podoby (Obr. 20 a Obr. 21), kde je uvedeno
srovnani zastoupeni organického uhliku ve vSech frakcich. Viditelné bylo nejvice
organického uhliku zastoupeno v ORG1 frakci a AQUI1 frakci, takze velké procento
organického uhliku je zastoupeno ve frakcich, které nejsou k matrici vazany pevné, tedy
frakce, které jsou mobilni a v pfipad€ aplikace lignitu do pidy by mohly byt do ni pfevedeny,
a tim by mohly pfedstavovat organicky uhlik lehce dostupny pro vyzivu rostlin, ale na druhou
stranu také nachylny pro vyplavovani do nizSich vrstev pidniho profilu. Obecné je ale
viditelné, ze vétsi ¢ast organického uhliku je vzdy zastoupena v ORG frakcich oproti AQU
frakcim.

Obecné plati, ze ¢im se (napt. v Obr. 20 — Srovnani zastoupeni organického uhliku v
jednotlivych frakcich u lignitické matrice.) pohybujeme ve frakcich smérem doprava
(AQU1 — AQU4, resp. ORGl — ORG3), je organicky uhlik a dusik (obecné organicka
hmota) stale méné dostupny pro rostliny, méné mobilni v pfirod€ a je vazany do slozit&jSich
rigidnéjSich struktur. Takto stabilizovana organicka hmota setrvava v pade po delsi casovy
horizont.

5.2 Vliv aplikace lignitu na distribuci organické hmoty v pudé

Hlavnim ukolem této prace bylo vyuzit metodiku sekvencni chemické frakcionace pro
posouzeni vlivu ptidavku lignitu do pidy na sloZeni a distribuci organické hmoty. Se znalosti
obsahu popelovin a vlhkosti, ziskanych pomoci TGA, byly realné vytézky piepocitany
na obsah organické hmoty v jednotlivych vytézcich — Tab. 12 a Tab. 13.
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Tab. 12 — Vytézky jednotlivych frakci (my), obsah popelovin a vihkosti a vypocitany obsah organické
hmoty ze vSech zdrojovych matric (morg) — Sekvencni chemickd frakcionace (v 50 g zdrojové matrice).

Vzorek mp [mg] Popel [%] Vlhkost [%] Morg [ME]
Piada AQU1 231,0+£452 38,03 +0,58 | 20,58 + 2,60 95,6 £ 19,1
Lignit AQU1 1218,0£91,9 |47,44+735| 13,15+6,28 481,1 £59,4
1YP AQU1 176,1 £35,2 3538+0,63 | 13,35+0,24 90,2+ 17,4
Piada ORG1 61,1 +6,1 939+213 | 4,39+1,50 52,7+43
Lignit ORG1 1243,5+332,6 1,09 £ 0,81 1,27+0,35 | 1215,3+332,6
1YP ORGl1 30,3+9.2 2874+341| 4,34+1,35 20,1+5,7
Piada AQU2 10,2+ 0,6 33,35+8,04| 4,11+0,60 6,4+0,6
Lignit AQU2 124+23 1295+ 1,71 | 7,58+0,57 99+19
1YP AQU2 44+13 20,69+222| 4,67+0,14 33+09
Piada ORG2 187,8 £ 76,1 7,48 +2091 | 14,32 +10,19 141,6 £37,1
Lignit ORG2 4475+ 17,9 5,13+0,50 | 11,78 +3,30 371,8 +21.2
1YP ORG2 453 +13,9 3540+3,10| 17,48 +2,20 21,5+72
Piada AQU3 1,1£0,1 N/A* N/A* 1,1 £0,1
Lignit AQU3 0,2+0,1 N/A* N/A* 0,2+0,1
1YP AQU3 0,1+£0,1 N/A* N/A* 0,1+0,1
Piada ORG3 43+0,1 N/A* N/A* 43+0,1
Lignit ORG3 75,7+0,1 N/A* N/A* 75,7+0,1
1YP ORG3 57+0,1 N/A* N/A* 57+0,1
Piada AQU4 13924+4029 |63,28+098| 8,86+3,02 385,0+ 95,7
Lignit AQU4 4587,6+369,6 |5927+061| 10,97+0,38 | 1366,0+120,6
1YP AQU4 839,3 £331,6 62,51 +£0,65| 10,19+ 0,33 228,5+87,7
Pida OM po AQU4 |35316,7+2205,1|98,03+0,35| 0,47+0,17 527,0+113,5
Lignit OM po AQU4 |41 673,0+1893,3|23,39+0,84 | 16,87 +3,74 |24 857,7+193,5
1YP OM po AQU4 37339,9+462,1 {9931+0,23| 0,11+0,06 217,0 £ 69,5
Pida ResOM 147,6 £9,2 4380+0,01| 7,59+0,01 90,6 + 20,5
Lignit ResOM 3092 + 14,1 39,18+ 0,01 | 11,03 +0,01 154,0+7,0
1YP ResOM 111,3+14 42.05+0,01 | 8,56+0,01 55,0+0,7
Piida OM po ResOM | 286193 +971,1 |9891+0,37 | 0,24+0,07 242,0 + 85,7
Lignit OM po ResOM |35 632,6+1092,9|3856+0,51 | 9,19+0,37 |18 623,2+ 7832
1YP OM po ResOM [31936,4+1162,2]99.45+0,08| 0,06+0,06 156,8 +£232

* Ze vSech zdrojovych matric byly ziskany jen velmi malé vytézky frakci AQU3 a ORG3,

které byly vyuzity jen na elementarni analyzu.
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Tab. 13 — Vytézky jednotlivych frakci (my), obsah popelovin a vihkosti a vypocitany obsah organické
hmoty ze v§ech zdrojovych matric (o) — alkalicka extrakce NOM (v 50 g zdrojové matrice).

Vzorek mp [mg] Popel [%] Vlhkost [%] More [Mg]
Pada NOM 2410+ 81,2 52,76 £ 7,06 5,64 + 0,49 102,1 £ 47,1
Lignit NOM 2 656,0 £ 674,1 15,48 £2.46 9,56 + 0,66 1 985,6 + 468,1

1YP NOM 290,3 +39,1 58,40+1198 | 3.86+0,68 107,2 £ 25,5
Pida OM po NOM |43 499,0+1016,7 | 95,73 £ 0,72 0,04 + 0,02 1837,1+315,8
Lignit OM po NOM | 43 250,3 £2 002,6 | 48,41 0,74 5,86 + 0,88 19 776,5 + 971,6

1YP OM po NOM |42 510,3+13879 | 95,82+0,27 0,25+0,18 1668,3+874
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Obr. 22 — Srovndni obsahu organické hmoty ve vSech frakcich ziskanych ze vSech zdrojovych matric.
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Obr. 23 — Srovndni obsahu organické hmoty ve vSech frakcich ziskanych ze vSech zdrojovych matric.
(Priblizeno)

Vytézky uvedené v Tab. 12 a Tab. /3 a souhrnna graficka znazornéni na Obr. 22 a Obr. 23
ukazuji obsah organické hmoty v jednotlivych frakcich v pavodnich zdrojovych matricich,
a také jak se v nich po aplikaci lignitu meénila distribuce organické hmoty. Obecné je obsah
organické hmoty v lignitu daleko vysSi, nez v padni matrici, nicméné napii¢ frakcemi
humeomik se rozdil obsahu OM mezi matricemi méni. Pfi bliz§im zkoumani jednotlivych
frakci je viditelné, ze obsahy organické hmoty v ptvodni pidni matrici jsou vyS$si, nez
v rocnim odbéru pady. To ale odporuje teoretickému piedpokladu, Zze by se zastoupeni
organické hmoty mélo s postupem casu po aplikaci podpurné latky zvétSovat. Pokud ale
porovname ziskany obsah organické hmoty klasickou alkalickou extrakci NOM, jsou puvodni
vzorek a rocni odbér prakticky srovnatelné. VySe pozorovany pokles v celkovém vytézku
organické hmoty ziskany na vzorku odbéru pudy po jednom roce oproti vytézku z frakcionace
puvodniho vzorku pudy pifed aplikaci lignitu je patrné zptsoben heterogenitou vzorku pudy
a pomémé velkym obsahem pisCitych frakci. V ptipadé odbéru vzorkt pro frakcionaci
na humeomika byl patrné odebran vzorek s niz§im obsahem organické hmoty a vys§im
zastoupenim anorganickych frakci, coz se projevilo ve vyrazném poklesu celkové ziskané
organické hmoty oproti analyze provedené na pivodnim vzorku pudy. V piipadé NOM
se patrné podafilo odebrat ptidu o obdobném slozené, coz se promitlo obdobném stanoveném
obsahu organické hmoty ziskané klasickou alkalickou extrakci NOM. V pfiipadé€ vyuziti této
slozité komplexni metodiky je tedy extrémné dulezité dbat na to, aby byl vzorek odebiran
ze stejného mista a byl pfed frakcionaci dikladné homogenizovan.

Pokud ale srovndme NOM a sekvencni chemickou frakcionaci, je jasné viditelné,
ze pomoci sekvencni chemické frakcionace dokazeme vyextrahovat nékolikandsobné vyssi
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mnozstvi organické hmoty, nez metodou NOM. Rozdil v obsahu vyextrahované organické
hmoty obéma metodami je ale vice markantni u ptidnich matric, nez u lignitické, coz muze
souviset s celkovym obsahem organické hmoty v matricich — Tab. 14. Jen pro ucely
porovnani uvazuji celkovy obsah OM v matrici odbéru po jednom roce stejny jako v pavodni
ptdni matrici pred aplikaci lignitu.

Tab. 14 — Obsah organické hmoty ve zdrojovych matricich.

I Celkovy obsah organickych latek v lignitu [mg] I 344850+ 0,1 I
ICelkovy obsah organickych latek v pade (i 1YP) [mg] I 990,0 £ 0,1 I
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Obr. 24 — Porovnani vyextrahované organické hmoty s celkovym obsahem.

54



m Lignit
3500 -

® Puda
3000 -

= 1YP

—

)1

o

(e}
1

Obsah organické hmoty [mg]
= S
[} [}
(e} (e}

500 ]

S>HUMEO NOM Celkova OM
Frakce

Obr. 25 — Porovnani vyextrahované organické hmoty s celkovym obsahem. (PribliZeno)

Podle Obr. 24 a Obr. 25 je znatelny rozdil mezi obsahem organické hmoty v matricich
a mnozstvim, které se obéma metodami podafilo vyextrahovat. Nejmarkantn&j§i rozdil
je u lignitu, kde je obsah organické hmoty oproti plidnim vzorkim obrovsky. I tak se ale
1 sekvencni chemickou frakcionaci podafilo vyextrahovat jen maly zlomek organické hmoty.
V ptipadé této matrice s vyrazné vysokym obsahem organické hmoty (napf. lignit, leonardit,
raSelina, apod.) by tedy asi bylo vhodné upravit davkovani a bud’ snizit navazku lignitu
na stejnou davku extrakcnich cinidel, nebo naopak zvysit davky cCinidel pfi stejné navazce
lignitu. V pfipadé obou pidnich matric je také ziejmé, ze se pomoci metody sekvencni
chemické frakcionace podafilo vyextrahovat vice organické hmoty, nez metodou NOM.

Pomoci TGA byla zjisténa distribuce organické hmoty mezi jednotlivymi frakcemi
a nasledné byly vzorky podrobeny elementarni analyze, kterou byla ziskana hmotnostni
procentualni zastoupeni C, H a N, O byl nasledné dopocitan 1 s pomoci hodnot vlhkosti
a popelovin uvedenych v Tab. 12. Z hlediska cile diplomové prace, coz bylo posouzeni vlivu
aplikace lignitu na kvalitu a distribuci organické hmoty v pude, je nejpodstatnéjsi sledovat
zastoupeni organického uhliku a dusiku, coz jsou organické prvky dilezité pro vyzivu rostlin
a spravnou funkci puady.
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Tab. 15 — Zastoupeni zdkladnich organickych prvkii (C, O, N, H) ziskanych sekvencni chemickou
frakcionaci u viech zdrojovych matric. Hodnoty jsou vztazeny na I g zdrojové matrice.

Vzorek C [mg/lg] H [mg/1g] N [mg/1g] O [mg/1g]
Pida AQU1 0,432 + 0,006 0,106 +£ 0,007 | 0,024+0,001 | 1,670+0,116
Lig. AQU1 5,933 + 0,003 0,509 +0,076 | 0,311+0,014 | 7,345+0,764
1YP AQU1 0,511 £0,001 0,203 £0,028 | 0,035+0,001 | 1,682+0,013
Plida ORGl1 0,653 = 0,054 0,101 £0,008 | 0,006+0,001 | 0,293 + 0,027
Lig. ORG1 17,303 £ 4,441 | 2,573 +0,667 | 0,058+ 0,013 | 4,372+ 1,531
1YP ORG1 0,113 +£0,037 0,031 +0,007 | 0,004+0,001 | 0,255+ 0,085
Pida AQU2 0,049 + 0,004 0,005 +0,001 | 0,005+0,001 | 0,067+0,015
Lig. AQU2 0,106 0,019 0,010+ 0,002 | 0,005+0,001 | 0,078 +0,017
1YP AQU2 0,045 +0,013 0,007 £ 0,002 | 0,007 +0,002 | 0,007 &+ 0,002
Pida ORG2 1,418 £ 0,571 0,170+ 0,073 | 0,010+0,005 | 1,235+0,245
Lig. ORG2 3,753 £ 0,136 0,480+ 0,027 | 0,019+0,004 | 3,185+0,326
1YP ORG2 0,268 0,119 0,077 £0,032 | 0,004 +0,002 | 0,080+ 0,033
Piéida AQU3 (-107%) 5,750 £ 0,001 0,400+ 0,001 | 1,470+0,001 | 15,040 + 0,001
Lig. AQU3 (-10®) 1,290 £ 0,001 0,200+ 0,001 |0,320+0,001 | 1,520+ 0,001
1YP AQU3 (-107%) 0,270 = 0,001 0,030 +£0,001 | 0,060=+0,001 | 0,590+ 0,001
Ptda ORG3 0,060 £+ 0,001 0,013 +£0,001 |0,001+0,001 | 0,013+0,001
Lig. ORG3 1,066 + 0,001 0,204+ 0,001 | 0,009+0,001 | 0,235+ 0,001
1YP ORG3 0,055+ 0,001 0,011 +£0,001 |0,001+0,001 | 0,048+ 0,001
Pida AQU4 0,152 £ 0,001 0,256 +£0,027 | 0,009+0,001 | 5,310+ 0,406
Lig. AQU4 0,762 + 0,029 3,206+ 0,147 | 0,153 £0,012 | 18,642 + 0,358
1YP AQU4 0,169 = 0,007 0,738 +£0,013 | 0,028 0,003 | 5,528 0,106
Pida OM po AQU4 | 3,089 +0,104 0,487 +0,014 | 0,174+0,014 | 6,188 + 2,508
Lig. OM po AQU4 | 341,197 £1,661 | 23,366 + 0,399 | 8,282 + 0,095 | 80,596 + 27,643
1YP OM po AQU4 0,559 + 0,090 0,643 +£0,119 |0,136+0,004 | 2,938+ 1,261
Pliida ResOM 2,081 £ 0,001 0,082 +0,001 |0,104+0,001 | 0,464+ 0,001
Lig. ResOM 3,886 £ 0,001 0,282+ 0,001 | 0,152+ 0,001 N/A
1YP ResOM 1,600 + 0,001 0,062 +0,001 |0,086+0,001 | 0,323+ 0,001
Pida OM po ResOM | 1,563 + 0,076 0,712+ 0,066 | 0,163 +0,013 | 4,379+ 3,061
Lig. OM po ResOM (329,164 = 14,316| 24,517+ 1,554 | 8,137 £ 0,288 | 43,668 + 4,604
1YP OM po ResOM | 0,582 + 0,027 0,900+0,108 | 0,147+0,022 | 2,610+ 0,598

Frakce AQUI1 a vsechny od AQU4 az po OM po ResOM byly jesté dodatecné podrobeny
procesu popsanému v kapitole 4.4.7, tudiz musely byt hodnoty jesté prepocitany podle

novych vytézka uvedenych v Tab. 10.
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Tab. 16 — Zastoupeni zdakladnich organickych prvkii (C, O, N, H) ziskanych NOM frakcionaci u viech
zdrojovych matric. Hodnoty jsou vztazeny na 1 g zdrojové matrice.

Vzorek C [mg/1g] H [mg/1g] N [mg/1g] O [mg/1g]
Pida NOM 0,953 +£ 0,338 0,142+ 0,053 ]0,070+0,021| 0,877+ 0,553
Lignit NOM 26,386 + 6,483 | 2,344+ 0,687 |0,473 £0,086| 10,508 +2,160

1YP NOM 1,723 £0,216 0,308 + 0,035 ]0,200+ 0,024 | 0,000 +0,000
Pida OM po NOM | 15344 +0,616 | 9,132+ 0,626 N/A 12,265 + 5,889
Lig. OM po NOM | 222,434 + 8,640 | 23,933 + 1,499 10,073 = 0,043 | 149,091 + 12,608
1YP OM po NOM | 17,364+ 1,336 | 10,064+ 0,719 | 0,000 + 0,000 | 5,938 +3,036

Tab. 17 — Zastoupeni zdakladnich organickych prvki (C, O, N, H) ve zdrojovych matricich (pro vzorek
1YP uvazujeme stejné elementdrni zastoupeni jako u piidy pred modifikaci).

Vzorek I C [mg/lg] I H [mg/1g] I N [mg/1g] I O [mg/1g]
Lignit | 4410+01 | 458+01 | 34=+0]1 2232+0,1
Pida (i 1YP) | 45+0,1 | 1,2+0,1 | 03+0,1 570£0,1 |
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Obr. 26 — Srovndni zastoupeni organického uhliku v pitvodni matrici, organického uhliku
vyextrahovaného obéma metodami a jeho zbytku v matricich po extrakci u vSech zdrojovych matric.
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Obr. 27 — Srovnani zastoupeni organického uhliku v piivodni matrici, organického uhliku
vyextrahovaného obéma metodami a jeho zbytku v matricich po extrakci u vSech zdrojovych matric.
(Priblizeno)

V Tab. 15 a Tab. 16 jsou uvedena zastoupeni prvki ve vSech frakcich ziskanych
elementarni analyzou ze vSech zdrojovych matric, dale v Tab. 17 je uvedeno zastoupeni prvka
celkové ve zdrojovych matricich. Na Obr. 26 a Obr. 27 mlzeme srovnat ob& vyuzité metody
v této praci. Je ziegmé, ze u vytéznosti organického uhliku vysoce prevySuje metoda
sekvencni chemickeé frakcionace. Celkova organika u ptidni matrice se ale nedélala na stejném
odbéru a vzhledem k heterogenit¢ pavodniho vzorku pudy mize i drobna odchylka
ve stopovém mnozstvi organické hmoty zpusobit vyznamnou odchylku ve stanoveném
mnozstvi organického uhliku, coz se projevilo ve vyrazné niz§im obsahu organického uhliku
vzhledem k sou¢tu NOM a ResNOM, a také HUMEO a ResHUMEO.
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Obr. 28 — Srovndni zastoupeni organického uhliku v jednotlivych frakcich vSech zdrojovych matric.
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Obr. 29 — Srovnani zastoupeni organického uhliku v jednotlivych frakcich vSech zdrojovych matric.
(Priblizeno)

Srovnani zastoupeni organického uhliku mezi jednotlivymi frakcemi ukazuje, Ze oproti
AQU frakcim je organicky uhlik obecné vice obsazen v ORG frakcich, zejména ORGI1
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a ORG2 frakci. Celkové je ale jeho nejvétsi zastoupeni v AQU1 a ORGI1. Tyto frakce nejsou
k matrici vazany pevné, jsou mobilni a jako takové by mohly predstavovat organicky uhlik
snadno dostupny pro vyzivu rostlin, na druhou stranu ale také nachylny pro vyplavovani do
nizSich vrstev pudniho profilu. Srovnanim se vzorkem 1YP odebranym po roce je vsak
ziejmé, ze aplikaci lignitu nedoslo k navySeni obsahu organické hmoty v pud€, coz byl
puvodni predpoklad. Vysledky tedy neukazuji vyrazné zlepSeni obsahu a distribuce
organického uhliku v pide€ po jednom roce od aplikace lignitu. Vysvétlenim muze byt jednak
to, ze byla analyza 1 YP vzorku provedena na odbéru pudy s niz§im obsahem organické hmoty
oproti puvodnimu vzorku pudy. Druhym vysvétlenim pak je to, ze pro posouzeni vlivu
aplikace lignitu by asi bylo zapottebi delsi asovy horizont, ve kterém by bylo sledovano
pusobeni lignitu na vlastnosti pady.

Obecné plati, ze ¢im se pohybujeme ve frakcich (napf. v Obr. 28) smérem doprava
(AQU1 — AQUH4, resp. ORG1 — ORG?3), tim je organicky uhlik a dusik méné dostupny pro
rostliny, mén¢ mobilni v pfirodé a je vazany do slozitéjSich rigidnéjSich struktur. Takto
stabilizovana organicka hmota setrvava v pudé po delsi ¢asovy horizont.

Kromé organického uhliku je dalsim sledovanym prvkem dusik, jelikoz je pro vyzivu
rostlin také vyznamny, proto se na n¢j budeme dale zamétovat.
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Obr. 30 — Srovndni zastoupeni dusiku v piivodni matrici, dusiku vyextrahovaného obéma metodami
a jeho zbytku v matricich po extrakci u viech zdrojovych matric.
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Obr. 31 — Srovndni zastoupeni dusiku v piivodni matrici, dusiku vyextrahovaného obéma metodami
a jeho zbytku v matricich po extrakci u vSech zdrojovych matric. (Priblizeno)

Co se tycCe zastoupeni dusiku (Obr. 30 a Obr. 31), je zfeymé, ze metodou sekvencni
chemické frakcionace ho bylo vyextrahovano vice u puvodniho pidniho vzorku, nez metodou
NOM, ale u ro¢niho odbéru je vyextrahované mnozstvi prakticky stejné u obou metod. Opét
se tu spiSe projevila polydisperzita pidniho vzorku a vliv mista odbéru. Ve zbylé organické
hmoté€ po NOM u putidnich vzorkii nebyl dusik elementarni analyzou viibec detekovan.
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Obr. 32 — Srovndni zastoupeni dusiku v jednotlivych frakcich v§ech zdrojovych matric.
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Obr. 33 — Srovndni zastoupeni dusiku v jednotlivych frakcich vSech zdrojovych matric. (PribliZeno)

Srovnani zastoupeni dusiku v jednotlivych frakcich ukazuje, ze dusik je nejvice zastoupen
v mobilni frakci AQUI1, zde pijde zejména o vodorozpustné soli (dusiCnany) a rozpustné
aminoslouceniny, které se do pudy dostaly hnojenim. Dale je nejvétsi zastoupeni v AQU4
a ResOM frakcich, coz by mohlo byt predstavovano méné rozpustnymi slouceninami,
naptiklad amidy a rizné heterocykly pevné vazané do struktury matrice. V lignitu
by teoreticky mély byt pfitomné PAH (polyaromatic hydrocarbons), neboli polyaromatické
uhlovodiky, které jsou také pevné zabudovany ve struktute.

Podobné jako u uhliku se urcity podil dusiku a jeho sloucenin vice projevil u mobilnéj§ich
frakci, které jsou pro rostliny snadné€ji dostupné, nez frakce smérem doprava, které jsou
naopak vice stabilni a rigidnéjs§i. Ani v dusiku tedy po jednom roce neni znatelny posun
hmoty, v ramci smérodatné odchylky je to prakticky stejné, a tedy pro posouzeni vlivu
aplikace lignitu na padu by bylo tfeba delSiho Casového horizontu, ve kterém by bylo
sledovano pusobeni lignitu na vlastnosti pady.

5.3  Struktura organické hmoty obsazené v jednotlivych frakcich humeomik

Predchozi kapitoly byly zaméfeny zejména na posouzeni obsahu organické hmoty
a organickych elementd v ptidé a v jednotlivych frakcich a dale také na studium vlivu aplikace
lignitu na obsah a distribuci organiky. Pro ziskdni komplexni informaci o vlivu lignitu nebo
jiné podpurné latky na vlastnosti pudy, ze je nutné jeste taky se zaméfit na ty jednotlivé frakce
a chemicky je charakterizovat. K tomu, ze je mozné vyuzit metody strukturni analyzy (NMR,
FTIR) nebo chromatografie (GC-MS a LC-MS), kterymi je mozné charakterizovat frakce
na molekularni urovni. To uz je ale nad ramec DP, my se zaméfili na charakterizaci
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vybranych frakci pomoci FTIR spektrometrie, ¢imz se snazime alespon trochu pfiblizit,
co za skupiny latek je ve frakcich a tim padem jak jsou mobilni a dostupné pro rostliny,
a jestli se tyto parametry aplikaci lignitu néjak zmeéni.

5.3.1 Frakcionace I

Nejdiive se zaméifime na charakterizaci mobilni frakce rozpustné ve vodé (AQUI1)
a v organickych rozpoustédlech (ORG1).

Lignit
Puda
1YP

z

)

Q

g

=

¥a)

-

2

¥e)

<

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Vinocet (cm™")
Obr. 34 — FTIR spektrum AQUI frakci pro v§echny t7i zdrojové matrice.

Z FTIR spektra AQUI1 frakci na Obr. 34 si mizeme vSimnout nékolika charakteristickych
piku pro AQU vzorky. V oblasti 3 650-3 300 cm™' miizeme pozorovat pik, ktery je nejvice
markantni pro lignit a lezi v oblasti, kde by se mély vyskytovat vazby N-H, ale také fenolické
slouceniny. Stejny pik nalezneme i v dalSich dvou zdrojovych matricich, jen je vice roztazeny
od 3650-2600cm™!. Tento pik naznaduje vazby N-H, ale také alkoholové vazby O-H
zesilené ve vodném prosttedi do Sirokého pasu tvorbou vodikovych mdastka. Dale
od 3000 cm™ smérem k mensim vlnodtiim se v této oblasti objevuji i vibrace C-H vazeb
v nasycenych uhlovodicich, ukazujici na pfitomnost alkant, naopak smérem k vysSim
vlnoétiim se vice objevuji nenasycené C-H vazby. Déle v oblasti 2 200-1 950 cm ™! nalezneme
tzv. overtony (vys$i harmonické prechody), coz jsou vibracni prechody se zménou vibra¢niho
kvantového Cisla o vice nez jedniCku. Dale si mizeme v§imnout dal§iho charakteristického
piku v rozmezi 1 750-1 500 cm ™!, ktery by mél reprezentovat aminové vazby NH». Nasleduje
maly pik v rozmezi 1450-1350 cm™!, jenz znaci karbonylové C=0-H vazby. Ptedposledni
markantni pik od 1300-950 cm™' by mél ukazovat na piitomnost alifatickych O-H vazeb
a posledni pik s maximem okolo 800 cm™ by mél znagit deformacni piechod u aromatd.
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Z toho vyplyva, ze v této frakci jsou pfitomné zejména aminoslouceniny a alifatické alkoholy

a fenoly.
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Obr. 35 — FTIR spektrum ORG frakci pro vSechny t7i zdrojové matrice.

FTIR spektra ORG1 frakci na Obr. 35 opét obsahuji v oblasti 3 650-3 000 cm™! pik, ktery
pro lignit téméef mizi a lezi v oblasti, kde by se mély vyskytovat vazby N-H, ale také fenolické
a alkoholové slouceniny. Tento roztahly pik s sobé ale miize obsahovat signal nenasycenych
C-H vazeb. Déle se od 3 000-2 800 cm™' objevuje vyrazny pik u vSech tfi matric znagici
nasycené C-H vazby alkan. Dale v oblasti 2 200-1 950 cm™' nalezneme opét overtony.
Nasleduje dvojice pikli v rozmezi 1900-1550 cm™!, jenz znaéi karbonylové C=0-H vazby
a mezi 1550-1450 cm™! se objevuje oblast ukazujici na aromaty. Dale pik s maximem asi
v 1050 cm™! by mé&l odkazovat na piitomnost alifatickych O-H vazeb alkohol@i a posledni pik
s maximem okolo 800 cm™' by mél znagit deformacni piechod u aromatl. Ztoho tedy
vyplyva, ze v této frakci jsou pritomné zejména alifatické uhlovodiky (hlavné nasycené),
alifatické kyseliny (mastné kyseliny) a ¢aste¢né i fenolické kyseliny.
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5.3.2 Frakcionace II
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Obr. 36 — FTIR spektrum AQU?2 frakci pro vSechny t#i zdrojové matrice.

FTIR spektra AQU2 frakci na Obr. 36 jsou podobna spektrim AQU1 frakci. Mizeme
si opét vSimnout irokého roztazeného piku v oblasti 3 650-2 400 cm™!, ktery ma nejvyssi
intenzitu pro 1YP vzorek a lezi v oblasti, kde by se mély vyskytovat vazby N-H, fenolické
a alkoholové slouceniny a smérem od 3 000 cm ' k mensim vino&tim se v této oblasti
objevuji i nasycené vazby C-H ukazujici na pfitomnost alkant, naopak smérem k vys§im
vlnoCtim v této oblasti se vice objevuji nenasycené C-H vazby. Dale v oblasti
2200-1 950 cm™' nalezneme opét overtony. Dalsiho charakteristicky pik v rozmezi asi
1 750-1 500 cm™! by mél reprezentovat aminové vazby NHa a opét ma nejvyssi intenzitu pro
1YP vzorek. Nasleduje smés pikd vrozmezi 1450-1200cm™!, jenz zna&i ptitomnost
karbonylovych C=O-H vazeb. Predposledni markantni pik od 1250-900cm™ by mél
ukazovat na piitomnost alifatickych O-H vazeb, tento pik ale chybi u lignitu. Posledni pik
s maximem okolo 800 cm™! je vyrazny u pivodniho piidniho vzorku, ale také u 1YP vzorku
a mél by znacit deformacni pfechod u aromatt. Z toho vyplyva, Ze v této frakci jsou piitomné
zejména aminoslouceniny a alifatické alkoholy a fenoly.
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Obr. 37 — FTIR spektrum ORG?2 frakci pro vSechny t7i zdrojové matrice.

FTIR spektra ORG2 frakci na Obr. 37 maji vysokou podobnost ke spektrim ORG1 frakci.
Opét v oblasti 3 650-3 000 cm™! miizeme pozorovat pik, ktery je pro lignit vice roztahly a lezi
v oblasti, kde by se mély vyskytovat vazby N-H, fenolické a alkoholové slouceniny, a také
nenasycené C-H vazby alkan®i. Dale v oblasti 2 200-1 950 cm™! nalezneme opét overtony.
Nasleduje dvojice pikii v rozmezi 1900-1550 cm™!, jenz znaéi karbonylové C=0-H vazby
a pik smaximem ve 1450cm™' ukazuje op&t na aromaty. Dale pik smaximem asi
v 1050 cm™! by mél odkazovat na piitomnost alifatickych O-H vazeb alkoholt a posledni
trojice pikGi s jednim maximem okolo 800 cm™! by mély znacit deformacdni piechody
u aromatd, tento pik se vSak skoro neukazuje u lignitu. Z toho tedy vyplyva, ze v této frakci
jsou pritomné zejména alifatické kyseliny (mastné kyseliny) a ¢aste¢né i fenolické kyseliny,
dale by se tu podle Drosose [71] také mély nachazet vazané cukry. Alifatické uhlovodiky
(hlavné nasycené) uz tu nejsou tolik dominantni, jako u ORG1 frakci.
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5.3.3 Frakcionace IV
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Obr. 38 — FTIR spektrum AQUA4 frakci pro vSechny t#i zdrojové matrice.

FTIR spektra AQU4 frakci na Obr. 38 jiz v sobé mnoho signali nemaji. Mizeme si opét
viimnout §irokého roztazeného piku v oblasti 3 650-2 400 cm ™!, kde by se mély vyskytovat
vazby N-H, fenolické a alkoholové sloudeniny a smérem od 3 000 cm™! k vy$§im vinoétim
se v této oblasti objevuji i nenasycené vazby C-H ukazujici na pritomnost alkent a alkyndg,
jejich vyskyt tu ale bude minimalni. Dale v oblasti 2200-1950 cm™! nalezneme opét
overtony. Nasleduje maly pik vrozmezi asi 1700-1 550 cm™', ktery by mél reprezentovat
aminové vazby NHa. Posledni pik s maximem okolo 1 000 cm™! je vyrazny u vSech tii matric
a mél by ukazovat na pritomnost alifatickych O-H vazeb. Z toho tedy vyplyva, ze v této frakci
jsou pritomné zejména aromaty a nejspisSe 1 heterocykly s obsahem dusiku vzhledem
k vysledkim z elementarni analyzy. Dale se tu budou objevovat aminy a pravdépodobné

i amidy.
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5.3.4 NOM extrakce
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Obr. 39 — FTIR spektrum NOM frakci pro viechny t¥i zdrojové matrice.

Na FTIR spektru NOM frakci na Obr. 39 jiz neni mnoho charakteristickych oblasti. Opét
se voblasti 3700-2400cm ' nachazi velmi Siroky pik, ktery piedeviim ukazuje
na nenasycené C-H vazby a N-H vazby, pravdépodobné i fenolické a alkoholové slouceniny.
Praveé tim, ze NOM je vlastné smés vSech jednotlivych frakci, se tu objevuje prakticky vse,
co u predchozich spekter, ale tim, Ze je toho napfiklad v posledni zminéné oblasti
3700-2 400 cm™' mnoho skupin a vazeb, objevuje se spiSe rovnéjsi ¢ara. Dale v oblasti
2 200-1 950 cm™' nalezneme opét overtony a jesté si mizeme vimnout piku s maximem
okolo 1600 cm™! znagiciho pfitomnost aminovych skupin. Ke konci uz je markantni pouze
pik s maximem okolo 1050 cm™, ktery by mél reprezentovat alifatické O-H vazby.
Jiz z FTIR charakterizace je ziejmé, ze kdyz se charakterizuje celkova vyizolovana organika,
tak je obrovsky problém heterogenita a mnozstvi riznych molekul. Jak bylo rozebrano vyse,
sekvencni chemickou frakcionaci je mozné ziskat frakce s relativné podobnymi molekulami,
coz usnadiiuje naslednou charakterizaci a uz pomoci FTIR bylo mozné identifikovat vice
raznych typt latek vyskytujicich se ve frakcich. Z toho tedy vyplyva, ze v této frakci je to
smes vSeho, tudiz aminy, alifatické alkoholy, fenoly atd.
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5.3.5 ResOM extrakce
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Obr. 40 — FTIR spektrum ResOM frakci pro vSechny t7i zdrojové matrice.

FTIR spektra ResOM frakci na Obr. 40 je velmi podobny NOM spektrim. Opét
se voblasti 3700-2400cm™! nachdzi velmi Siroky pik, ktery piedeviim ukazuje na
nenasycené C-H vazby a N-H vazby, pravdépodobné i fenolické a alkoholové slouceniny.
ResOM je vlastné smés v§eho, co v matrici zustalo po vyizolovani vSech jednotlivych frakci.
Tudiz se tu objevuje stejné jako u NOM smésice prakticky vieho. V oblasti 2 200-1 950 cm™
nalezneme opét overtony a jes§té si mizeme vSimnout piku s maximem okolo 1600 cm™
znaciciho pfitomnost aminovych skupin. Za nim je jesté u ptdnich vzorkl znatelny maly pik
s maximem v 1400cm™!, ktery ukazuje na aromaty. Ke konci uz je markantni pouze
pik s maximem okolo 1050cm™!, ktery je nejznateln&jsi u vzorku 1YP a mél by
reprezentovat alifatické O-H vazby. Z toho vyplyva, ze v této frakci je to velmi podobné
extraktim NOM, bude tu ale mén¢ alkoholt a amindg, jelikoz ty byly hlavné vyizolovany
v predchozich frakcich. SpiSe se tu budou vyskytovat heteroslouceniny, i s obsahem dusiku.
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6 ZAVER
Ukolem této diplomové prace bylo optimalizovat metodiku sekvenéni chemické frakcionace

na humeomika tak, aby byla vyuzitelna pro studium vlivu aplikace lignitu na puadni
organickou hmotu, jeji celkovy obsah a distribuce mezi jednotlivymi frakcemi v pudé.

Nejdiive byla provedena optimalizace metody sekvencni chemické frakcionace jako
hlavniho néstroje pro ziskéani tzv. humeomik, tedy uzkych frakci organické hmoty liSicich se
principialné v rozpustnosti a vazb€ na puadni anorganickou frakci. Ty byly nasledné
charakterizovany pomoci elementarni analyzy, kterou bylo zjisténo zastoupeni prvka C, H, N
a O, a termogravimetrické analyzy, kterou byl zjistén obsah organické hmoty, popela
a vlhkosti. Také byla vyuzita metoda FTIR spektrometrie, kterou byly sledovany strukturni
zmeény v jednotlivych frakcich a posléze byly pfiblizn€é definovany skupiny latek, které byly
ziskany v jednotlivych frakcich.

Vysledky prace potvrzuji, ze optimalizovana metodika chemické frakcionace je vyuzitelna
pro studium obsahu a distribuce organické hmoty i v tak komplexnich a heterogennich
vzorcich jako je lignit nebo ptda.

V prubéhu feSeni experimentalni Casti prace byla tato komplexni metodika aplikovana na
vzorky tii zdrojovych matric — lignitu, pidy a ro¢niho odbéru pudy po aplikaci lignitu.
Pomoci elementarni analyzy bylo hlavné zkoumdano zastoupeni uhliku a dusiku, jakozto
prvku, které jsou podstatné pro vyzivu rostlin a pro spravnou funkci pudy. Vysledky ukazaly,
ze posun distribuce té€chto dvou prvki byl pozorovan jen u prvni vyizolované frakce, ktera
neni na strukturu matrice pevné vazana, a tudiz je nejdostupnéjsi pro rostliny. V ostatnich
frakcich, nebyly pozorovany zadné zmény, coz naznacuje, ze Casovy horizont jednoho roku je
pro sledovani zmén vyvolanych aplikaci lignitu na pudu velmi kratky a nestaci na vyvolani
velkych zmén hloubéji ve struktufe matrice. Ro¢ni odbér pudy vSak také vykazoval nizsi
zastoupeni organického uhliku a dusiku témér ve vSech ziskanych frakci, coz naznacuje dalsi
uskali vyuziti této komplexni sekvencni frakciona¢ni metodiky. Z vysledka DP vyplyva, Ze je
pro dosazeni spravnych a reprodukovatelnych vysledkl je naprosto nezbytné studovat vzorky
ziskané z odbéru ze stejnych lokalit, ve kterych je ptivodni sloZeni ptidniho profilu obdobné
(zeyména pomér organické hmoty k anorganickym frakcim).

Z vysledkt prace rovnéz vyplyva, ze pro spravné posouzeni vlivu aplikace pudni podptrné
latky (napf. lignit, biouhel a dalsi) na obsah a distribuci organické hmoty v pudé je tieba
studovat vzorky ziskané v delSich Casovém horizontu od aplikace pidni podptrné latky nez
tomu bylo v ramci této DP.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ZKkratka
AK
AQUn
ATR
EA
ESI-MS

FDG
FK
FTIR
GC-MS

HK
HL
HPSEC

LC-MS

LFA
L/L
NMR
NOM
oM
ORGn
RESOM
SEC
SOM
TGA
uv
UV-VIS
VMK

Vysvétleni zkratky

aminokyseliny

vodna frakce humeomik (n = ¢islo frakce)

attenuated total reflectance (zeslabena uplna reflektance)
elementary analysis (elementarni analyza)

electrospray ionization-mass spectrometry (elektrosprejova ionizace-
hmotnostni spektrometrie)

flue gas desulfurization (desulfurizace spalin)
fulvinové kyseliny
infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

gas chromatography-mass spektrometry (plynova chromatografie-
hmotnostni spektrometrie)

huminové kyseliny

huminové latky

high performance size exclusion chromatography (vysokoucinna velikostné
vylu€ovaci chromatografie)

liquid chromatography-mass spektrometry (kapalinova chromatografie-
hmotnostni spektrometrie)

lignite fly ash (lignitovy popilek)

liquid/liquid extraction (extrakce kapalina/kapalina)
nuklearni magneticka rezonance

alkalicka extrakce organické hmoty

organic matter (organicka hmota)

organicka frakce humeomik (n = Cislo frakce)

residual organic matter (residualni organickd hmota)

size exclusion chromatography (velikostn€ vyluovaci chromatografie)
soil organic matter (ptidni organicka hmota)
thermogravimetric analysis (termogravimetricka analyza)
ultraviolet (ultrafialova)

ultrafialova-viditelna spektrometrie

vy$§i mastné kyseliny
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