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Abstrakt

Zamérem prace bylo porovnani a zhodnoceni ¢ty metod frakcionace pudni organickeé
hmoty (POH) u vybranych vzorkti nadloznich forem humusu lesnich pid Sumavy
anhydrogenniho a hydrogenniho charakteru. Jako kontrolni srovnavaci vzorek byla pouzita
¢ernozem z oblasti Modfic u Brna.

Odzkouseny byly dvé metody oxidace POH na mokré cesté, a to dichromanem draselnym
v prostiedi kyseliny sirové v prvém piipadé¢ a manganistanem draselnym ve druhém, dale
kysela hydrolyza za pouziti kyseliny sirové a ,klasickd™ extrakce humusovych latek
smésnym roztokem hydroxidu sodného a pyrofosfatu sodného. U vzorkli byly také stanoveny
vybrané ukazatele POH: celkovy organicky uhlik Core, horkovodorozpustny uhlik Chws, uhlik
mikrobidlni biomasy Cpm, jedenadvacetidenni biochemickd spotieba kysliku BSKoi,
vypocten stupent humifikace Sy a pomér huminovych kyselin k fulvokyselinam HK:FK.

U ctyt frakcionacnich postupii bylo porovnidno mnozstevni zastoupeni ziskanych
jednotlivych frakei POH a byly hodnoceny jejich vziajemné korela¢ni vazby. Dale byly
zkouméany korelacni vztahy ziskanych frakci sukazateli padniho uhliku vzorkd,
s jejich vyménnou piidni reakci pHkci a vyménnou kationtovou sorpéni kapacitou T.

Z vysledkti analyz bylo zjisténo, ze pifi oxidacnich postupech se POH humusovych
horizontli chové jinak nez pii hydrolyze. Obé metody k sobé maji antagonisticky vztah
ajejich vysledky nelze zaménovat. Nelze také obecné charakterizovat oxidovanou,
hydrolyzovanou nebo extrahovanou ¢ast POH jako ,,labilni* podil bez ohledu na aplikovanou
metodu frakcionace.

Metodu oxidace manganistanem draselnym nelze doporuc¢it k frakcionaci POH
organogennich pid pro zna¢nou uniformitu, malé mnozstvi ziskanych labilnich frakci
a nizkou citlivost ve vztahu k vybranym stanovenym ukazateliim ptidniho uhliku.

Hodnoceni POH uvedenych humusovych horizonti pomoci ,klasické® alkalické extrakce
neni univerzalné pouZitelné a zvlasté problematické se jevi pfi aplikaci na siln€ organogenni
vzorky. Vykazuje vSak nejtésnéjSi vztahy se stanovenymi ukazateli pldniho uhliku
v odebranych vzorcich a také s vyménnou kationtovou sorpcni kapacitou pudy. Touto
metodou neextrahovatelny podil nemusi byt vzdy inertni, pokud absentuji vazby na mineralni
matrici piady a miZze byt vyznamny i1 svou sorpcni schopnosti.

Anhydrogenni a hydrogenni podminky tvorby a akumulace POH se projevily vyssi
oxidovatelnosti této POH pfi soucasné vyssi mife odolnosti vici kyselé hydrolyze i alkalické

extrakci.



U vSech metod s vyjimkou alkalické extrakce bylo shleddano priikkazné rozliSeni mezi
hydrogennim a anhydrogennim ptivodem frakci POH, nejvyssi pak u kyselé hydrolyzy. Proto
pfi vybéru metody pro charakterizaci organogenni POH je vhodné zohlednit i pedogeneticky
vyvoj prislusného ptidniho profilu.

Frakcionace POH oxidaci dichromanem draselnym se ukézala jako nejvhodnéjsi metoda
ze Ctyf odzkousenych postupt ke stanoveni ,,labilni* ¢asti POH — frakce F1 a F2 pozitivné
koreluji se stanovenymi ukazateli ,,labilniho* ptidniho uhliku.

Z parametri charakterizujicich POH vybranych humusovych horizonti se jako nejméné
vhodné ukdzalo stanoveni mnozstvi biomasy mikroorganismt, a to kvili vysoké variabilité
stanovenych hodnot a problematicky hodnotitelnym vztahim k ziskanym frakcim POH 1
k ostatnim parametrum pidniho uhliku vzork.

Ve znacné ¢asti vztahli mezi frakcemi POH stanovenymi jako ,,labilni* nelze nalézt Zadnou
tésnou vazbu. Z toho plyne, Ze pouZité metody nejsou konzistentni a jimi ziskané frakce POH
nelze dosti dobie vzdjemné porovnavat. Pro hodnoceni resp. charakteristiku vybranych
organogennich horizontii ptid Sumavy apatrné i pro jiné silné organogenni pidy nelze

doporucit zddnou z metod pouzitych v této praci.

Klicova slova: pidni organickd hmota, frakcionace pudni organické hmoty, labilni frakce,
oxidace na mokré cesté, kysela hydrolyza, alkalickd extrakce, formy
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Abstract

The aim of the study was a comparison and evaluation of four soil organic matter (SOM)
fractionation procedures on selected anhydrogenous and hydrogenous types of humus forms
of forest soils from Sumava region. As a reference control sample was taken a sample of
Chernozem from Modfice location near Brno.

There were applicated two methods of wet oxidation (oxidation with sodium dichromate in
the first case and oxidation with sodium permanganate in the second one), next procedure was
acid hydrolysis (with sulphuric acid) and the “classic” alkaline extraction of humic substances
(with solution of sodium hydroxide and sodium pyrophosphate) in the last one. Also the soil
organic carbon parameters were determined: total organic carbon (Corg), hot-water-soluble
carbon (Chws), microbial biomass carbon (Csm) and twenty-one-day biochemical oxygen
demand (BOD2)), also were calculated the degree of humufication (Sy) and humic acid to
fulvic acid ratio (HA:FA). The sizes of the obtained fractions were compared to each other
and their reciprocal correlations were evaluated. Furthermore, correlations of the obtained
fractions with soil organic carbon parameters, soil reaction (pHkci) and cation-exchange
capacity were investigated (T).

The results indicate that the SOM of humus horizons perform differently under wet
oxidation and acid hydrolysis treatment. These two procedures are of antagonistic relation and
their results cannot be substituted. Also general characterization of SOM as “labile” pool if
obtained by wet oxidation, acid hydrolysis or alkaline extraction cannot be established
without considering the type of treatment. The permanganate oxidation we do not recommend
due to uniformity of obtained values, low size of “labile” fractions and poor relation to soil
organic carbon parameters. Evaluation of SOM by “classic” alkaline extraction is not
applicable in general cases, particularly questionable is application on samples with high
organic content. However, its correlation with SOM parameters and cation-exchange-capacity
are the closest of all methods. Alkaline extraction recalcitrant pool indicates not to be always
inert, especially when mineral matrix of the soil is missing. It can provide an important
sorption capacity too.

Anhydrogenous and hydrogenous conditions of SOM production and accumulation
manifest higher capability to oxidation and resistance to both acid hydrolysis and alkaline
extraction simultaneously. All of the applicated methods with the exception of alkaline

extraction clearly demonstrate differentiation between hydrogenic and anhydrogenic origin of



SOM, acid hydrolysis the best of all. Microbial biomass carbon appeared as the poorest
parameter for characterization of SOM of forest soil humus forms, due to weekly reliable
results and questionable evaluation of relations to both obtained fractions and other SOM
parameters. Oxidation with dichromate consider to be the most suitable procedure for
estimation of “labile” SOM, fractions F1 and F2 reached decent correlations with “labile”
SOM parameters.

In considerable part of correlations among the “labile” SOM fractions was not found any
closer relation. Consequently, the applied methods are not consistent and the SOM fractions
obtained by them are hardly comparable. We do not recommend any of the used methods for
characterization or evaluation of humus horizons of Sumava forest soils and probably even for

any other highly organogenic soils.

Kewords: soil organic matter, fractionation of soil organic matter, labile fraction, wet

oxidation, acid hydrolysis, alkaline extraction, humus forms of forest soils
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1. UVOD

Pidni organickd hmota hraje nezastupitelnou ulohu v globalnich cyklech prvka
(pfedevsim uhliku), ma velky vyznam pro plidni trodnost, poskytuje ziviny pro pudni
ekosystémy. Z hlediska zemédé€lstvi a produkce potravin ma vliv na zdravi pudy (pfitomnost
potencionalné patogennich organismul) a nasledné na kvalitu produkovanych potravinovych
zdroji (zachycovani rezidui pesticidi a xenobiotik). Velky vyznam pldni organické hmoty
potvrzuje pozornost, kterd je ji dlouhodobé vénovana, diive piedevS§im z hlediska
zemédelského, v soucasné dobé pak také v souvislosti s problematikou globalniho oteplovani,
respektive uvoliiovani ¢i ukladani (sekvestrace) atmosférického CO> v pudni organické
hmot¢. Piesto, ze na téma ptidni organické hmoty bylo publikovano jiz velké mnozstvi studii,
nejsou transformacéni procesy organickych latek v pidé dodnes jednoznacéné definované a
meéfitelné.

MnozZstvi organickych latek v ptidé se celosvétové odhaduje na 1500 mil. t C, coZ je vice
nez ve vesSkeré biomase rostlin a ostatnich Zivych organismli a atmosféfe dohromady.
Pedosféra je tedy po oceanech druhym nejvétsim rezervoarem uhliku na Zemi. Dlouhodobymi
pokusy je dokazano, ze obsah uhliku lze vyznamné ovlivnit zpiisobem obhospodatovani pidy,
avSak mechanismy jeho stabilizace v piidé€, nutné pro dlouhodobou a efektivni sekvestraci
COg, nejsou dodnes dostatecné objasnény. Badatelské tsili v poslednich letech smétuje prave
k co nejvétsimu porozuméni témto mechanismiim stabilizace a premén pludni organické
hmoty tak, aby bylo mozno navrhnout vhodny management ptdy, ktery povede k efektivni
sekvestraci CO.. Synergickym efektem by pak byly 1 lepsi fyzikalni a chemické vlastnosti ptid
vedouci k jejich vyS$§im produkénim schopnostem a plnéni dalSich mimoprodukénich funkei.

V soucasné dob¢ se pii hodnoceni stabilizace ptidni organické hmoty upousti od klasické
frakcionace na humusové latky (humusové kyseliny, fulvokyseliny a huminy), nebot’
definovani téchto skupin latek je v podstaté pracovni, tedy zaloZzené na procesu jejich extrakce
z pudy. Chemicka charakterizace téchto frakci je pak zaleZitosti velmi obtiZznou a v fadé
piipadil 1selhava. Makromolekularni charakter téchto latek, ktery byl povazovan mnoho
desetileti za platny, byl neddvno zpochybnén a jiz z principu extrakce musi tyto frakce
obsahovat i latky chemicky jednozna¢né definovatelné, jako napt. sacharidy, polysacharidy ¢i
aminokyseliny.

Kli¢ovym pojmem se tedy nyni stava stabilita plidni organické hmoty, pod kterou mizeme

rozumét jak jeji pfimou odolnost vii¢i metabolizaci (biochemicka stabilita), tak 1 schopnost



dlouhodob¢ setrvavat v pudé a nepodl¢hat rychle fyzikdlnim a chemickym pfeménam
(schopnost fyzikalni protekce, tvorby organo-mineralnich komplext, odolnost vii¢i oxidaci,
hydrolyze apod.). Ustfednim bodem stabilizace piidni organické hmoty je pfeména labilnich
frakci, jejichz polocas setrvani v pudé je v fadech mésici az jednotlivych let, ve frakce
stabilni, s polo¢asem rozkladu a premény v fadech desetileti az staleti.

Zatimco v oblastech zkoumani fyzikalni protekce a tvorby organo-mineralnich komplext
panuje pomérné dobra nazorova shoda o jejich funkci a zptisobech hodnoceni, biochemickou
Existuje cela tada piistupti k hodnoceni chemické stability, mezi néz patii predevSim
oxidovatelnost, hydrolyzovatelnost a rozpustnost v riznych vyluzich. Avsak i v kazdé této
skupiné metod existuje velka variabilita v pouzitych procedurach a jejich modifikacich (Siroka
Skala chemickych cinidel a jejich koncentrace, variace ¢asu, po ktery je vzorek vystaven jejich
ucinklim, razné teplotni podminky). Navic nejasny vztah mezi oxidovatelnosti a
hydrolyzovatelnosti piidni organické hmoty brani v porovnavani jiz dosazenych vysledki
riznych studii, nebot’ jejich autofi Casto preferuji pouze jednu skupinu metod a existuje jen
velmi malé mnozstvi praci, kde bylo na stejném vzorku pid pouzito jak oxidacnich, tak
hydrolytickych zpiisobii frakcionace.

Cilem této prace je prohloubit pochopeni vztahu mezi oxida¢nimi a hydrolytickymi
zpusoby frakcionace pudni organické hmoty, prispét k lepsi schopnosti oddélit a stanovit
jasné definované a relativné vnitiné homogenni frakce pldniho uhliku, a tim umoznit

presnéjsi méfeni celkové dynamiky transformacnich procest organickych latek v ptide.
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2. PREHLED LITERATURY

2.1 Padni organicka hmota — pojem, vyznam a funkce

vvvvvv

procestim. Pfestoze se plidni organické hmoté (dale jen POH) vénuje pozornost badatell jiz
vice nez dvé¢ sté let (jedna z prvnich praci napi.: De Saussure, 1804), jeji celkové dynamice i
dynamice jejich jednotlivych ¢asti jsme dosud dostatecné neporozuméli (Sollins et al., 1996).

Jiz samotné jednoznacné a plné definovani pojmu ptidni organicka hmota je problematické
a vznikaji rozdily nejen mezi jednotlivymi autory, nybrz i mezi teoretickym pojetim a
laboratorni praxi.

Definic plidni organické hmoty a toho, co se za ni povazuje, existuje cela fada. VétSinou se
za ni povazuji vSechny nezivé organické latky v pidé, piipadn€ i na jejim povrchu, v rizném
stadiu rozkladu a pfemén, at’ jiz v pevné fazi pidy ¢i v pidnim roztoku. Obvykle se do POH
fadi i biomasa mikroorganismd, nékteti autoii za POH povazuji i zivé podzemni Casti rostlin,
avSak jini nikoli, v n€kterych ptipadech pojem POH zahrnuje i vSechny Zivé organismy.
Ceska, dfive Geskoslovenska, pedologicka tradice vychazi z definice POH podle Sotékové
(1982): ,,POH predstavuje slozity, heterogenni, polydisperzni soubor organickych latek
rizného pivodu, s proménlivym slozenim, stupném disperzity a aktivity a tim i vztahem
k ostatnim slozkam pldy a prostiedi."

Mnozstvi POH nachézejici se v pedosféie se odhaduje az 1500 mil. t C (Batjes, 1996) a
tvofi obrovsky celosvétovy rezervoar organického uhliku a tim hraje dualezitou roli
v globalnim cyklu tohoto prvku. Existence POH je produktem ale 1 podminkou Zivota na
Zemi.

Pidni organickd hmota pfispiva k produkénim schopnostem plidy svymi fyzikdlnimi i
chemickymi vlastnostmi jako napi. zdroj makro- i mikroprvkll pro vyzivu rostlin, zdroj
energie pro pudni mikroorganismy, zlepSovani struktury pudy, pfiznivé ovlivituje pudni
reakci a zvySuje iontovymeénnou kapacitu (Stevenson, 1994). V soucasné dobé se dostavaji do
popiedi z4jml 1 mimoprodukéni funkce plidy a to predev§sim moznost ovlivnéni globéalniho
klima sekvestraci (ulozenim) uhliku v POH (Torn et al.,, 2013). DalSi vyznamnou
environmentalni funkci POH je detoxifikace Skodlivych sloucenin, které ptichazeji do pudy

kov).
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2.2 SloZeni a tfidéni padni organické hmoty

Protoze do pudy vstupuji téla a tkan¢ odumielych rostlin, zivych tvori 1 rizné produkty
jejich metabolizmu, mizeme v piidé nalézt v podstaté veskeré organické slouceniny vyvinuté
ptirodou. Navic v ptudé probihaji procesy rozkladu a opétovné syntézy, takze v ni vznikaji i
latky nové, tzv. specifické 1 nespecifické. Z kvantitativniho hlediska tvoii nejvétsi ¢ast
vstupniho materialu lignocelul6zova biomasa rostlinného ptivodu z opadu ¢i poskliznovych
zbytkli. Z hlediska celkového slozeni POH, tvoifi obvykle znacnou ¢ast vlastni humusové
latky, ale najdeme zde i sacharidy a polysacharidy, peptidy, aminokyseliny, aminocukry,
vosky, lignin, suberin, kutin, fytin, organické kyseliny, tuky a fosfolipidy a fadu dalSich latek.

POH je mozno tfidit na zdklad¢ raznych hledisek, napt. podle funkce, kterou v pd¢ plni,
podle formy, morfologickych znakt, podle ptivodu a zptsobu vzniku, dle chemického slozeni
a vlastnosti ¢i stafi (Kononovova, 1966; Flaig et al., 1975; Alexandrovova, 1970; Stevenson

1994). Ttidéni a studium POH ma dlouholetou tradici (Tjurin, 1937; Najmr, 1958), a také svij

vvvvvv

rozliSovat dvé nejzakladnéjsi skupiny organickych latek v pude, a to (Kolar et al., 2009):
1) primarni organickou hmotu
2) humus

Obe slozky se lisi témét ve vSech vySe jmenovanych hlediscich. Primarni organicka hmota
piestavuje relativné Cerstvy vstupni material s nizkou iontovyménnou kapacitou a snadno
podléhd mineralizaci. Mé& vysoky pomér C:N, vysoky podil nizkomolekularnich latek
(sacharidl, aminokyselin) a je obvykle lehce hydrolyzovatelna.

Naproti tomu humus ¢i humusové latky jsou povazovany za stabilni, maji dulezity podil
na celkové sorpéni a iontovyménné kapacité plidy a jsou tvofeny slozitym komplexem
vysokomolekularnich sloucenin polyfenolového a aromatického charakteru, maji vyssi obsah
dusiku, tvofi chelatové a organominerélni vazby. Casto se k témto dvéma slozkam piidava
jesté treti, predstavujici pfechodny stav mezi nimi, tedy meziprodukty rozkladu a syntézy
(Stevenson, 1994).

Humusové latky (HL) se dale dé€li na tzv. huminové kyseliny (HK), fulvokyseliny (FK) a
huminy (diive se jest¢ uvadely zvlast hymatomelanové kyseliny a huminové kyseliny se
délily na Sedé¢ a cerné). Predpoklada se, Ze jsou to vysokomolekuldrni slouceniny

polyfenolového charakteru. Studiu téchto latek bylo vénovano ohromné tsili a ptehledné jsou
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usporadany zejména v nasledujicich monografiich (napt. Stevenson, 1994; Sotdkova, 1982;
Piccolo, 2002), a jen podrobné zkoumani jejich chemismu by vystacilo na samostatnou studii.

Protoze vyse uvedené déleni humusovych latek na jednotlivé frakce je primarné zalozeno
na rozpustnosti danych latek v alkalickém a kyselém prostiedi a protoze se v poslednich
letech studia POH objevuje zcela novy nahled na porozuméni humusovym latkdm (Piccolo,
2002), prestavaji nékteti autofi pouzivat tohoto Clenéni, a posuzuji jednotlivé frakce POH
spise podle funkce, kterou v piid¢ plni, podle mechanismu, kterym je dana frakce v pudé
stabilizovana a také podle pouzité metody frakcionace, kterd viibec nemusi byt zaloZena na
rozpustnosti danych latek. Teoreticky se tedy vyclenuji tfi zakladni ¢asti POH (Christensen,

1996; Strosser, 2011):

Aktivni/labilni - tato ¢4st POH ma nejkratSi dobu obratu v pid¢ (od okamzité spotiebovanych
latek po dobu setrvani v mésicich az nékolika malo letech). Slouzi piedevsim jako zdroj
energie pro pudni mikroorganismy, vétSina této frakce je mineralizovana nebo
inkorporovana do tél mikroorganismll. Neni vyraznéji stabilizovana, tvoii ji pfevazné
Cerstvé zbytky rostlin a zivocichi, polysacharidy, sacharidy, aminokyseliny a dalsi
nizkomolekularni latky. Mnoho z téchto latek se nachéazi ptimo v pidnim roztoku, je proto
také mozna jejich ztrata vyplavenim. Mirné az sttedné se podili na tvorb& ptdni struktury.

Jen malé cast latek této frakce je postupné stabilizovéna a prechazi do frakce stabilni.

Stabilni/pasivni - tato ¢ast POH je stabilizovana jednim nebo vice stabilizaénimi mechanismy,

z nichZ ptfevlada tvorba organomineralnich vazeb. Doba obratu latek této frakce se pocita
na roky az fadu desetileti. Slouzi pfedevsim jako dlouhodoba zasobarna organickych latek
a tedy udrzuje dlouhodob¢ piidni urodnost. Po chemické strdnce je vice aromatickd a
kondenzovana (podle chemického €lenéni by sem patfila ¢ast fulvokyselin a huminové
kyseliny). Ma vysokou strukturotvornost a sorp¢ni kapacitu. Jeji mald ¢ast je postupné

uvoliiovéana a ptrechazi do aktivni frakce.

Inertni - tato ¢ast POH je velmi silné€ stabilizovéana, je velmi obtizné ji z pidy viibec izolovat.
Je t¢mé&f nehydrolyzovatelnd, nepodili se nijak vyznamnym zplisobem ani na fyzikalnim
stavu pldy ani na probihajicich chemickych pochodech. Piedpoklada se, ze je tvoiena
zuhelnatélymi ¢asteckami (v anglicky psané literatufe se pouziva termin ,,black carbon®) a
velmi téZce rozlozitelnymi organickymi latkami, které jsou navic vazany v jilovych

mineralech. Doba jejich obratu v pudé€ se odhaduje na staleti az tisicileti.
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2.3 Koncepce stability a rozloZitelnosti POH

Rozlozitelnosti se rozumi poddajnost dané latky k rozkladu ze slozitéjsi latky na latku
nebo latky jednodussi. Za termin opacny k pojmu rozlozitelnost miizeme povazovat stabilitu,
tj. odolnost latky vuc¢i pusobeni fyzikalnich, chemickych a biologickych podminek
zpusobujicich jeji rozklad.

Rozlozitelnost organické hmoty v pad¢ (labilitu) mizeme posuzovat z §irSiho nebo uzsiho
hlediska. V uz8im hledisku chdpeme pojem labilita Cist¢ chemicky, tedy jako odolnost latky
vici rozkladu danou jejim chemickym sloZenim a v ptipadé organickych latek predevsim jeji
strukturou. Ze S$irSiho hlediska chapeme labilitu organické hmoty v celé souvislosti pidnich
podminek, to znamend, Ze na rychlosti jejiho rozkladu maji vliv nejen chemické vlastnosti
rozkladanych latek ale i celkové primarni podminky pro rozklad (ovlivitujici predevsim
¢innost mikroorganismi) jako teplota, vlhkost, pudni reakce, ale i fyzickd dostupnost —
organické latky mohou byt napiiklad uzavieny uvnitt pidnich agregatl ¢i se nachazet
v porech pfili§ malych na to, aby do nich mohly vniknout mikroorganismy, a v neposledni
fad¢ jsou ovlivnény také tvorbou organomineralnich komplexa.

Z hlediska pedochemie se tedy rozlozitelnosti organické hmoty rozumi predevsim rozklad
organickych latek vstupujicich do pldy (tzv. Cerstvd, primdrni organickd hmota) z riznych
zdroji (z hlediska kvantity pfevaZzuje rostlinny piivod) na latky jednodus$i. Charakter
rozkladného procesu miize byt rizné hluboky. Proces rozkladu organickych latek mtze byt
zastaven na riznych urovnich, nebot’ rozkladané latky mohou vstoupit do jinych procest
(metabolismus mikro a makroorganismi = mineralizace a imobilizace, syntéza a resyntéza
rozklad ustat vlivem nepfiznivych podminek (nizka teplota, neptiznivé pH, nedostatek O aj.).
Pokud rozklad probihé az do stavu, kdy vyslednym produktem jsou anorganické latky (voda,
CO2, NH3, oxidy dusiku a mineralni ionty, resp. soli), hovofime o mineralizaci, jejiZ posledni
faze probiha uvniti organismi jakozto metabolicky proces dychani.

Dfive se stabilita POH posuzovala ptedev§im podle jejiho chemického slozeni, klasickym
piikladem bylo rozd€leni na huminové kyseliny, fulvokyseliny a huminy, pficemz jejich
stabilita byla odvozovana od jejich chemického slozeni a struktury. Jednim z prvnich autort,
kteti zacali uvazovat o stabilizaci POH v jemnych piidnich ¢asticich byl Korschens (1980).
Ne Ze by byl do té doby neznamy vznik organomineralnich komplex, ale spiSe se vénovala

pozornost chemickym vlastnostem humusovych latek. Pozdé€ji - pti pokusech o sjednoceni a
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revizi dosavadnich poznatki o POH - vznikl soucasny koncept, ktery rozliSuje tfi hlavni

mechanismy stabilizace POH (Sollins et al., 1996; Six et al., 2002):
1) fyzikalni protekce (nemoznost piistupu mikroorganismi k POH)
2) interakce POH s mineralni fazi pidy - tvorba organomineralnich komplext
3) biochemicka stabilita vlastnich organickych latek dana jejich sloZenim a strukturou

Fyzikalni protekce

POH nachazejici se uvnitt makro i mikroagregati je chranéna pied rozkladem z nékolika
davodi. Jednim z nich je vlastni fyzickd nedostupnost prostor uvniti agregati, nebot’
mikropory v nich a mezi nimi maji mensi velikost nez samotné buiiky mikroorganismu (van
Veen a Kuikman, 1990). Dal§im diivodem je omezena difuze kysliku, bez néhoz mineralizace
nemuze probihat, dale také celkové omezena difuze latek v roztoku a povrchové napéti, které
omezuje pronikani extracelularnich enzymii. Mikroagregace chrani latky, které jinak slouzi
jako snadno rozlozitelny substrat, typicky je tento jev napt. pro polysacharidy, které diky své
lepivosti na sviij povrch nabaluji jemné minerdlni castecky, takze vznikly agregit ma

nedostupné organické jadro s neprostupnym mineralnim obalem (Sollins et al., 1996).

Tvorba organomineralnich vazeb

Studium tohoto stabilizacniho mechanismu POH ma delsi tradici (Korschens, 1980, 1990).
Pozitivni korelaci mezi zastoupenim jemnych zrnitostnich frakci a obsahem C v nich
vazan¢ho dokladéd celd tfada praci a o dlleZitosti tohoto stabilizacniho mechanismu neni
pochyb (Schulten a Leinweber, 2000). Jako potvrzeni toho, Ze uvedené korelace se zakladaji
skute¢né na kauzalnim vztahu, je mozno uvést fakt, Ze pfi pfechodu piirozen¢ho ekosystému
na intenzivné obdélavany obvykle klesd obsah POH kviili zvySené mineralizaci, ov§em podil
C vézaného v jemnych zrnitostnich frakcich na celkovém obsahu Corg v tomto pfipadé stoupa

(Kleber et al., 2007).

Biochemicka stabilita (recalcitrance)

Biochemicka stabilita je dana v prvni fadé samotnym charakterem vstupniho materialu
adale je pak ovliviiovana biochemickymi procesy v pudé, piedev§im kondenzaci
a komplexnimi reakcemi (Six et al., 2002). Ve vétsin¢ pfirozenych ekosystémul
1 obhospodatovanych pld tvoii hlavni ¢ast vstupniho substratu material rostlinného ptvodu a
to zvelké casti lignocelulézovy komplex. Rozlozitelnost vstupniho substrdtu je mozno

hodnotit z rGznych hledisek, kromé& zékladniho poméru C:N se uplatiiuje napf. pomér
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lignin:N, kdy rychlost rozkladu klesa pti vyssi hodnoté tohoto poméru, nebo ma vliv také
obsah taninu (Anderson a Paul, 1984). Zakladnim procesem pii rozkladu POH je oddéleni
ligninu od celulozy; obé slozky maji jak jiné schéma rozkladu (na rozklad ligninu se
specializuji saprotrofni houby, které disponuji enzymy jako Mn-peroxidaza, lakaza, lignin-
peroxidaza, zatimco celulazou disponuje Sirsi spektrum mikroorganismi) a i okolni podminky
pusobi na jejich rozklad rozdilng. Zatimco vyssi obsah N v substratu zplsobuje rychlejsi
rozklad celul6zy, jeho ucinek u ligninu je ptimo opacny. Rozlozitelnost celuldzy je ovlivnéna
mirou jeji krystali¢nosti a pravé mirou inkrustace ligninem (Oades a Waters, 1991).

Biochemickou stabilitu POH je moZno na molekuldrni urovni vyjadfit chemickym
slozenim (hlavné pomérem C:N a dale pfitomnosti nékterych kationtd vyrazné ovliviiyjicich
celkovou reaktivitu vysledné slouceniny — Ca®*, Fe**, AI*"), dale zastoupenim jednotlivych
funkénich skupin a molekularni konformaci (Sollins et al., 1996).

Mikroorganismy rozkladaji POH selektivné - preferuji snaze rozloZitelné latky, pokud jsou
pritomny v dostate¢ném mnozstvi. Tim se v ptudé hromadi latky vice odolné rozkladu a stoupa
jejich stari.

Moderni instrumentalni techniky jako napf. *C-NMR umoziuji zjistit relativni zastoupeni
jednotlivych funkénich skupin (alkyll, o-alkyli, karboxyll, aromatickych jader) v POH.
Ukazuje se, Zze znacna ¢ast POH je tvofena slouceninami s alifatickymi fetézci, pficemz se
predpoklada, ze jsou tyto fetézce tvoreny piimymi zbytky rostlinnych a houbovych tkani a
nejsou vysledkem stabilizacnich procesti v piid€. U aromatickych jader se predpoklada jejich
ligninovy a polyfenolovy plvod, ale nemusi tomu tak byt vzdy, jak se ukazalo pfidanim
glukdzy znacené uhlikem "*C do ptdniho vzorku. Po inkubaci se v tomto piipadé objevilo
zvysené mnozstvi °C nejprve v o-alkylech, nasledované aromatickymi jadry a aZ nakonec v
alkylech. Aromatick4 jadra s vy$§im obsahem '>C musela byt tedy &erstvym produktem
mikrobialni syntézy (Baldock a Nelson, 2000).

Za mikrobialné¢ odolné jsou tradiéné povazovany humusové latky - HK, FK, ale 1
metabolické produkty mikroorganismii mohou vykazovat podobnou miru odolnosti,

pfedevS§im melaniny a nékteré bakterialni polysacharidy (Sollins et al., 1996).

2.4 Metody frakcionace a posuzovani rozloZitelnosti nebo stability POH

Na vySe uvedené teoretické vymezeni jednotlivych slozek POH by mélo navazovat i jejich

kvantitativni experimentalni stanoveni. Riiznorodost definic POH odrazi 1 problémy, které
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zda je do ni zahrnut i pfipadny rostlinny opad ¢i zivé kofinky (tato skute¢nost do jisté miry
z&visi na odbérném misté a ucelu vyzkumu). Slozeni POH ve vzorku dale ovliviiuje priubéh
jeho zpracovani — transport, vysouSeni a prosévani. Béhem transportu 1ze nechténé procesy
omezit ¢i zcela utlumit fddnym uzavienim a chlazenim vzorki. Pifi prosévani (strojovém i
manudlnim) se vétSinou odstranuji hrubé rostlinné zbytky (von Liitzow et al., 2007).

K laboratornim analyzdm se obvykle pouzivd na vzduchu vysusend puda. Pfi tomto
procesu urcita ¢ast POH mineralizuje a je tedy jesté pred samotnym zacCatkem experimentu
ochuzena o nejlabilngjsi slozky. Toho se lze v nékterych ptipadech, pokud to analyza
umoznuje, vyvarovat pouzitim Cerstvych vzorka (napft. pro stanoveni piidni respirace).

Béhem transportu a vysouSeni vzorku dochdzi téz k odumirani pivodné zivého mezo-
edafonu, takZe se uhlik biomasy téchto organismu stava soucasti POH.

Samostatnou kapitolu pak tvoii mikroedafon. Jeho zmény se projevuji ve dvou smérech.
Za prvé je to jiz vySe zminéna mineralizace nejlabilnéjsi slozky POH a za druhé ¢ast ptivodné
volné¢ POH ptechazi do biomasy téchto mikroorganismii béhem manipulace se vzorkem pfti
jeho piipravach k analyze (transport, suseni). Téz dochédzi ke zméné druhového slozeni
spoleCenstva, coz je vSak pro kvantitativni analyzu nepodstatné.

Naésledujici prehled uvadi hlavni metody déleni a zjistovani jednotlivych slozek POH
(frakcionaci a detekci). Metody vychdzeji z riiznych hledisek a v ptehledu jsou rozd€leny

podle pfevazujiciho principu stanoveni.

2.4.1 Fyzikdlni metody frakcionace POH

Frakcionace POH pomoci fyzikalnich metod vychazi z ptedpokladu, Ze agregace ptidnich
¢astic a jejich prostorové uspofadani hraje kliCcovou roli v dynamice POH, nebot’ prostorova
dostupnost POH je prvnim pfedpokladem pro jeji rozklad (Maia et al., 2013).

Fyzikalni frakcionace zahrnuje celou fadu postupli na riznych technologickych urovnich
od prosévani (za sucha i mokra), rozplavovani, pfes ultrazvukovou dispergaci aZ po separaci
usazovanim ¢astic rozdilné hustoty (Cambardella a Elliot, 1994; Christensen, 2001).

Metody fyzikalni frakcionace v pfisném smyslu této definice zahrnuji primarné separaci
organomineralnich komplext v celém piidnim vzorku na zéklad¢ velikosti pidnich ¢astic a

jejich  hustoty, pficemz plidni agregity jsou zanedbavany (Christensen, 1996).
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Organomineralni komplexy jsou nasledné rozruseny disagregaci (disperzi), pfi¢emz efektivita
této operace je kriticka pro oba tyto principy frakcionace.

Jednoduché mechanické tfepaci metody a chemické disperze se nedoporucuji pro izolaci
piedem nerozruSenych organomineralnich komplext. VétSina badateli v této oblasti spoléha
na uziti ultrazvuku dokoncujiciho uplnou dispergaci. V fad¢ praci se tfepani kombinuje
s uzitim ultrazvuku (Balesdent et al., 1998), avSak Christensen (2001) ve své praci dokazuje,
ze v jen relativné malém poctu piipadl se podafilo pidu plné dispergovat.

Chenu a Plante (2006) kvantifikovali rozdil mezi samotnymi piidnimi ¢asticemi a agregaty
podobné velikosti v prachové frakci, nebot’ se domnivaji, ze se tyto dvé skupiny lisi ve
schopnosti stabilizovat POH. Souc¢asné potvrdili pomoci transmisni elektronové mikroskopie,
ze vétSina mikroagregath v jilové frakci (< 2 um) ziistdva neporusena po aplikaci fyzikalnich
disperznich metod. Z toho vyvozuji zavér, Ze na pravé organomineralni komplexy musi byt
pii téchto metodach nahlizeno pouze konceptudlné, protoZe energie nutnd k rozruSeni vyse
zminénych mikroagregatii by vedla k rozpadu nejen pivodné celistvych organomineralnich

Castic, ale 1 Castic Cisté¢ mineralnich, coz by samoziejme vedlo k nespravnym zavérim.

2.4.1.1 Frakcionace POH na zdkladé zrnitostniho sloZeni pudy

Tato metoda je zaloZena na pfedpokladu, Ze mineralni ¢astice rizné velikosti jsou riizného
mineralniho ptivodu a slozZeni a proto reaguji s POH odlisnym zptisobem (Bruun et al., 2010).
V kategorii stiedniho a jemného pisku dominuje pfedevsim kiemen, ktery pisobi na POH jen
v omezené mife, zatimco Castice prachu a jilu se vyznacuji velkou povrchovou plochou, ktera
umoziuje vyrazné¢ vyS$i sorpci POH, coZz je povazovano za vyznamny stabilizacni
mechanismus, ktery zabrafiuje mikroorganismim v pfistupu k tomuto zdroji energie a tim
1 rozkladu této frakce POH (Kaiser a Guggenberger, 2003; Kleber et al., 2007). Bruun et al.
(2010) upozoriuji, Ze vSak neexistuje Zadnd jednoznacna a definitivni hranice mezi
jednotlivymi zrnitostnimi kategoriemi a ptrechod od vétSich astic obsahujicich pfevazné
kfemen k jilovym mineraltim je tedy spiSe plynuly nezli diskrétni.

Maia et al. (2013) dokladaji, ze jednotlivé zrnitostni frakce mohou obsahovat slozky
s velkym rozpétim Casu potiebného k rozkladu. Tento rozpor a nejednoznac¢nost ve stanoveni
stafi jednotlivych frakei by bylo mozné odstranit kontinuélni separaci s piesné&j$im rozliSenim

zrnitostnich frakei, anebo vyuzit k tfidéni dalsi dopliujici parametr.
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V oblasti frakcionace koloidnich ¢astic se téz uziva cela fada metod, které mohou
kontinualné navazovat na oddélovani jemnych prachovych a jilovych frakei. Meéfteni
distribuce POH v celém spektru zrnitostnich frakci ptidy tak vyzaduje kombinaci metod pro
odliSné zrnitostni kategorie. Teoreticky je mozné zvysit rozliSeni mezi frakcemi uzitim
vétsiho poctu sit, technicky vsak lze uplatnit jen uréity omezeny pocet sit v jedné soustavé
(ulpivani ¢asti vzorku na kazdém sit¢) (Bruun et al., 2010).

Prosévani na sitech lze uzit do velikosti ¢astic ptiblizné 20 - 40 pum, v zavislosti na
pudnim druhu a typu. Nejvétsi mnozstvi POH se vSak nachazi ve frakcich jesté menSich ¢astic
(Christensen, 1996). K roztiidéni téchto mensich castic je mozno pouzit filtraci ¢i ultrafiltraci,
s jejichz pomoci Ize dosdhnout i izolace koloidl az do velikosti 100 um - 1 nm. Aby se
zabranilo interakci koloidli s povrchem membrany, pfipadné jejich koagulace, doporucuje se
pouzit tangencialni filtraci (Bruun et al., 2010).

Sedimentace ve vodni suspenzi, centrifugace €i ultracentrifugace miZe byt téZ pouZita pro
izolaci velmi malych ¢astic, nevyhodou téchto metod je vsSak to, ze pusobi soucasné na
principu jak velikosti Castic tak 1 jejich hustoty. Sedimentace se obvykle provadi na bazi
hustomérného méteni podle Stokesova vzorce, pficemz jednotlivé frakce jsou ze suspenze
postupné odebirany. Pro separaci dostatecného poctu konzistentnich velikostnich frakci bude
vSak vhodné aplikovat nékteré nové metody.

Jednou z takovych metod je Split Flow Thin Cell (SPLITT) — technika frakcionace
vyvinutd pivodné pro rozdéleni heterogennich materiald a smési do homogennich jednotek,
kterou na studium POH aplikovali Kiem a Kdgel-Knabner (2003). Dal§i moznost predstavuje
Size Exclusion Chromatography and Capillary Hydrodynamic Fractionation (DosRamos a
Silebi, 1990), kterou je mozno aplikovat na castice pod 0,1 pm. Velmi slibnou metodou se
ukazuje také Field Flow Fractionation (FFF) (Fraunhoger and Winter, 2004), ktera vyuziva
nuceny tok kapaliny plochym kanalkem skrze indukované pole nékteré fyzikalni sily (obvykle
se uziva odstfedivé sily vlozenim pritokového kanalku do centrifugy). Céstice v kapaling
prochdzejici timto polem se usazuji podél stén kanalku, pfiCemz malé Castice podléhaji
Braunovu pohybu snaze nez ty vétsi, a tim difunduji proti plsobeni pole zpét do roztoku
diive, a jsou pak zachycovany. Bruun et al. (2010) shledavaji velky potencial této metody pii

frakcionaci jilovych a koloidnich ¢astic po pfedchozi separaci vétSich frakei pomoci SPLITT.
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2.4.1.2 Frakcionace POH na zakladé rozdilné stability pudnich agregadtt

POH je mozné separovat 1 v zavislosti na jejim vztahu k ptidnim agregatim. Volna POH
piedstavuje samostatné organické Castecky volné piistupné pro ptdni mikroorganismy,
zatimco POH véazana ¢i vstfeband v pidnich agregatech je pfed rozkladem chranéna.
Predpoklada se, ze frakce volné POH predstavuje aktivni (labilni) ¢ast POH, podléhajici
rychlé vymeéné latek a kolobéhu uhliku, zatimco POH v makroagregatech zastupuje frakci
sttednédobou a konecné POH vazand v mikroagregatech frakci pasivni (von Liitzow et al.,
2007).

Postupy pro izolace jednotlivych skupin agregatli jsou obdobné jako pii oddélovani
zrnitostnich frakei, pouziva se prosévani za sucha i1 mokra a rizné varianty rozplavovani ve
vodé. Podle Oadese a Waterse (1991) jsou agregaty mensi neZ 20 um velmi stabilni a Ize je
rozrusit pouze pomoci ultrazvuku, avSak podle Chenua a Planteho (2006) agregaty mensi nez
2 um pretrvavaji i po této operaci. Six et al. (2000) navrhuji dokonce cely propracovany
systém prosévani a tfepani za mokra, s jehoZ pomoci lze identifikovat jednotlivé slozky POH
s odliSnou trovni stabilizace, pfiCemz dochdzi k uplnému rozpadu makroagregétii, zatimco
mikroagregaty (53 — 250 pum) ziistavaji nedotceny. Odstupnovani jednotlivych izolovanych
frakci podle kvalitativnich parametrt (mnozstvi Core, chemické slozeni, hydrofobicita,
mnozstvi mikrobidlni biomasy atd.) je pak mozno stanovit po manudlnim zpracovani (drceni,
drobeni) nebo pomoci metody pneumatického drobeni piidni agregatli (Bruun et al., 2010).

U vétSiny povrchovych horizonti piid mirného pasma se agregaty obvykle nerozplavuji
pfimo na primérni pidni Castice, ale pouze na mensi jednotky. To znamend, Ze existuje urcité
hierarchické uspofadani agregath (Oades a Waters, 1991). V takovychto ptidach
makroagregaty (> 250 pm) casto obsahuji vice POH nez mikroagregaty (< 250 pm), nebot’
makroagregaty obsahuji ony mikroagregaty obohacené navic o POH, kterd slouzi jako
spojovaci agens (Cambardella a Elliot, 1994; Jastrow et al., 1996; Six et al., 2000). Témét
90 % POH v povrchovych horizontech plid byva obsazeno v agregatech, z ¢ehoz 20 - 40 % se
nachdzi v mikroagregatech (Jastrow et al., 1996). McLauchlan a Hobbie (2004) dokladaji
pomoci rostlinnych zbytkd znadenych '*C, Ze stupeni rozloZenosti stoupa s klesajicim
rozmérem agregatl. Dale se zmenSovanim velikosti agregati klesd i pomér C:N z asi 20:1
u makroagregatii na piiblizné 8:1 u mikroagregati (Gregorich et al., 2003). Pfi sledovani
rozdéleni izotopti *C a >N mezi mikro a makroagregaty béhem rozkladu p3eni¢né slamy
v polnich podminkach, nastava absorbovani POH v mikroagregatech az po té, co byla POH

vstiebana v makroagregatech. Doba obratu POH v makroagregatech je odhadovéana v rozmezi
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15 — 50 let, pro POH v mikroagregatech se tento udaj pohybuje mezi 100 — 300 lety (John et
al., 2005; Six et al., 2002).

Von Liitzow et al. (2007) vyvozuji, Ze stabilizacni procesy, které se uplatiiuji v riznych
urovnich agregace, sméiuji od biogennich procesi u makroagregatli k abiotickym
u mikroagregatli. Biogenni stabiliza¢ni procesy povazuji spise za piechodné a tak obsah POH
v aktivni nebo stfedné rozlozitelné frakci lze ovlivnit zplisobem obhospodafovani puady,
zatimco abiotickou stabilizaci ovliviiuji spise dlouhodobé pusobici ptidotvorné procesy jako
naptiklad zvétravani jilovych minerali nebo tvorba sesquioxidi.

Za rozdily v poloCase rozkladu mezi POH v makro a mikroagregatech mtize byt
odpovédna téz rozdilna chemicka rozlozitelnost (McLauchlan a Hobbie, 2004). V disledku
téchto zjisténi je nutno konstatovat, ze jednotlivé frakce POH izolované na zaklad¢
frakcionace agregati nejsou stabilizovany ¢isté jednim procesem a nejsou tedy zcela funkéné
jednotné, avSak tyto metody frakcionace mohou byt uzite¢né jako piedptiprava pro ziskani
homogennéjsich frakci pred aplikaci dalSich analyz, zvlasté téch zabyvajicich se chemickou

rozlozitelnosti (Six et al., 2002; Maia et al., 2013).

2.4.1.3 Frakcionace POH na zdkladé rozdilné hustoty ptdnich dstic (densitometrie)

Frakcionace na zakladé rozdilné hustoty (mérné hmotnosti) pidnich ¢astic se pouziva pro
izolaci POH, ktera neni pevné spojena s pidnimi mineraly. Takto definovana (teoreticky) ¢i
separovana (prakticky) Gast se oznaCuje jako tzv. lehka frakce (LF). Cast POH vazana
v organomineralnich komplexech se povazuje za tzv. tézkou frakci. Princip této metody je
zalozen na rozdilnosti hustoty latek organickych (obvykle do 1,6 g.cm™) a mineralnich
(primérné okolo 2,6 g.cm™). Frakce mezi 1,6 — 2,0 g.cm™ je oznadovéana jako piechodna
s POH ¢aste¢né vazanou na mineraly. Lehké frakce obsahuje pievazné Castecky rostlinnych
zbytkli, stejné jako tzv. ,partikulované organické latky”, oznaCované v anglicky psané
literatufe zkratkou POM (Particulate Organic Matter). POM miuze byt izolovana pouze podle
velikosti (Gregorich et al., 2006) ¢i kombinaci metod hustomérnych a prosévani (Balesdent et
al., 1998). Pojmy LF a POM jsou Casto pouzivany jako synonyma (Strosser, 2011). Ackoli
POM a LF jsou si v urcitych ohledech podobné, nejsou tyto frakce vzajemné ekvivalentni.
Lisi se napt. v obsahu C, N nebo o-alkylovych skupin, a proto by nemély byt zaménovany

(von Liitzow et al., 2007).
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Frakcionace na zaklad¢ hustoty vychazi historicky z pouziti organickych rozpoustédel
(tetrabrommethan C>HoBrs — 2,96 g.cm'3; bromoform CHBr3, 2,88 g.cm'3; tetrachlormetan
CCls 1,59 g.cm?), avSak tyto toxické halogenderivity byly postupem &asu nahrazeny
vodnymi roztoky anorganickych soli (MgSO4, ZnBr>, Nal ¢i v posledni dobé velmi oblibeny
Nas(H2W12040) sodium polytungstate (SPT). V soucasné dob¢ se nejcasteji pouziva SPT diky
moznosti ziskat s jeho pomoci roztoky o §irokém rozpéti hustot (1,0 — 3,1 g.cm™) (Six et al.,
2002).

Nejobvyklejsi metodou densitometrické frakcionace je centrifugace vzorkli v roztoku
SPT, pficemz sekvenénim opakovanim je mozné separovat az osm frakci odstupiiovanych
podle hustoty (Sollins et al., 2006, 2009). Protoze sekvencéni centrifugace je velmi zdlouhava,
nabizi se moznost vyuzit centrifugaci se vzrustajicim gradientem hustoty (Density Gradient
Centrifugation = DGC). Tato metoda sice jesté neni Siroce pouzivana pro frakcionaci POH,
ale je celkem béznou zélezitosti v pidni mikrobiologii ptfi odd¢lovani mikroorganismii od
puvodniho ptidniho substratu (Stevens a Jaykus, 2004).

Velikost LF siln¢ kolisa, von Liitzow et al. (2007) uvadé¢ji obsah POH v LF v Sirokém
rozmezi 10 — 70 % z Corg v plidach mirného pasma. U tézkych frakci POH byl zjiStén pomér
C:N niz8i nez u LF. Vyssi obsah 3C a >N sv&d&i o vy$sim stupni rozkladu POH v t&ZSich
frakcich vazanych s organomineralnimi komplexy (Baisden et al., 2002). Oproti tomu lehka
frakce sestava hlavné ze smési relativné Cerstvych rostlinnych zbytkl s jesté rozeznatelnou
strukturou ptivodnich tkani a z vice rozloZeného materialu, jak usuzuje ze sniZzen¢ho obsahu
sacharidi a nezménéné urovné aminokyselin Poirier et al. (2005). Tito autofi dale nachazi
niz8i obsah ligninu v téZké frakci, zatimco obsah monosacharidi v t€Zzké 1 lehké frakci je
stejny, coz odrdzi aktivni stabilizaci sacharidi. Podobné chemické slozeni frakci rGzné
hustoty na zakladé infracervené spektroskopie uvadéji i Maia et al. (2013).

Sila vazby mezi POH a minerdlni fazi se meéni kontinualng, takZe nelze stanovit
jednoznaénou hodnotu hustoty, kterd by definitivné délila volnou POH od mineralné vazané.
Vézanost POH s mineralni fazi je spiSe zavislosti spojitou nezli diskrétni (Christensen, 1996).

Baisden et al. (2002) uvadéji dobu setrvani v piadé pro POH v lehké frakci travnatych
porosti mirnych pastt méné nez 10 let. Pomalej$i dobu obratu pro organomineralni frakce
muze téz zplisobovat chemicka nerozlozitelnost a aktivni stabilizace vstfebanim do agregata.

Obvykle je LF povazovana za dobry indikator aktivni ¢asti POH, avSak Skjemstad et al.
(1999) upozornuji, ze LF mtize obsahovat zuhelnatélé organické latky a proto by neméla byt
pouzivéana pro studium staii POH zaloZeném na mnozstvi piitomného *C, tedy alespoii ne u

pud, které podléhaji pfirozenym cykliim pozari rostlinnych spolecenstev.

22



Je zieymé, ze 1 ptes rozdily v modifikaci jednotlivych metod hustomémné frakcionace a
uvadénou rtiznou dobu obratu izolovanych frakci, stabilita POH vzrista od nejlabilnéjsi LF
ptes stfedné stabilni frakce az k nejstabilnéj§im tézkym frakcim, ve kterych je POH silné

vazana na mineralni slozku ptdy.

2.4.1.4 Frakcionace POH na zdkladé rozdilné pevnosti vazeb s Fe oxidy v magnetickém poli
(High - Gradient Magnetic Separation - HGMS)

Do poptedi zajmu se v poslednich letech dostava vztah mezi POH a oxidy zeleza, nebot’
Fe oxidy dokazi vytvofit velmi pevné spojeni s POH diky koordinacné kovalentni vazbé a
poskytuji velkou povrchovou plochu v kyselych ptdach (Kleber et al., 2007). Jilové frakce
s rozdilnym obsahem a krystalinitou Fe oxidi mohou byt separovany na zakladé¢ jejich odlisné
reakce na rizn¢ silné magnetické pole (Shang a Tiessen, 2000).

Pti této metod¢ se ponechd pidni suspenze proudit trubici vyloZzenou ocelovou vatou za
pusobeni regulovaného magnetického pole tak, Ze lehce zmagnetizovatelné castice jsou
pfitom zachyceny. Nastavenim zvySujici se intenzity magnetického pole 1ze rozdélit prichozi
substrat na vice frakei s odstupfiovanymi magnetickymi vlastnostmi (Bruun et al., 2010).

Ve studii Shanga a Tiessena (2000) byly u nejvice zmagnetizovatelnych frakci zjistény jen
nizké koncentrace POH, ackoli obsah Fe byl nejvyssi. Tento fakt vysvétlili autofi vysokym
stupném krystalinity, pfi které maji Fe oxidy jen malou sorpéni schopnost. Stfedné
magnetické frakce mély velky potencidl stabilizovat POH, pravdépodobné diky nizsi
krystalinit¢ Fe oxidl. Rozdily v poméru C:N mezi frakcemi naznacuji, Ze magnetické frakce
obsahuji vice stabilizované POH, zatimco rozlozena POH (pievazné mikrobidlniho pivodu) je
obsazena ve frakcich nemagnetickych. Z radiokarbonové analyzy '“C bylo odhadnuto
pramérné staii sttedné magnetizovanych frakei (s nejvyssim obsahem POH) na 100 let.

Von Liitzow et al. (2007) konstatuji, ze vysoce krystalické a magnetické frakce maji sice
nizkou sorp¢ni schopnost, ale jejich vazba s POH je velmi stabilni a bohuzel zatim existuje

jen malo praci vyuZivajicich k hodnoceni stability POH tuto metodu.

2.4.1.5 Frakcionace POH na zakladé rozdilného povrchového napéti pidnich ¢dstic

Pldni organickd hmota vdzana na mineralni ¢astice méni povrchové napéti téchto Castic.

Pokud se méni funkéni skupiny na povrchu téchto ¢astic béhem rozkladu POH, musi se ménit
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1 povrchové napéti celych ¢astic. Bruun et al. (2010) navrhuji vyuzit tuto skute¢nost ke studiu
stupné rozlozeni POH. K frakcionaci organominerdlnich ¢éstic na zakladé rozdilu
v povrchovém napéti doporucuji vyuzit elektroforézu, pii které se diive zacinaji separovat

castice s vyssim povrchovym napétim a zeta potencialem.

2.4.2 Chemické metody frakcionace a rozkladu POH

Chemicka frakcionace POH z hlediska stanoveni labilnich a stabilnich latek zahrnuje
celou skéalu metod. Pouzivaji se rizné postupy a chemickd c¢inidla. Do chemickych metod
muzeme zatadit oxidaci na mokré cesté, oxidaci UV zéafenim, hydrolyzu, extrakci horkou a
studenou vodou ¢i roztokem soli nebo organickymi rozpoustédly, destrukci mineralni slozky
pudy a ¢astecn¢ termickou analyzu.

Uginnost vétsiny chemickych metod je ovlivnéna fyzikalnim stavem vzorku, predevsim
jeho upravou - mletim ¢i drcenim. Zatimco v naSich podminkach se obvykle upravuje ptidni
vzorek pro frakcionaci POH tak, aby vSechny jeho ¢astice prosly sitem o velikosti ok 0,25
mm, fada zahrani¢nich autorti nechava vzorky projit sitem o velikosti ok pouze 0,5 mm i vice
a vyjimkou nebyva ani pouziti bézné jemnozemé pod 2 mm. Tuto okolnost je proto tfeba brat
v uvahu pii porovnavani ,vytéznosti“ C¢ili mnozstvi zoxidované, hydrolyzované Cci

extrahované POH u jednotlivych metod a autord.

2.4.2.1 Oxidacni metody

K chemické oxidaci POH na mokré cesté se pouZziva Siroké spektrum oxidac¢nich €inidel
v riznych koncentracich €1 oxidacnich silach. Mezi hojné pouzivanéd oxidovadla patii H2O2,
KMnOg4, KoCr0O7, NaxS»>0g a NaClO. Pouzivani oxidace k uréeni labilnich a stabilnich frakei
POH vychazi z ptedpokladu, Ze pfi prvotnim (mimobunééném) rozkladu POH v pidé se
uplatiiuji predevsim oxidativni enzymy mikroorganisma (Blair et al., 1995; Tirol-Padre a
Ladha, 2004). Stabilita jednotlivych frakci POH je odstupniovana nariistem oxidacni ti¢innosti
pouzitych roztoki (obvykle postupnym zvySovanim koncentrace oxidovadla, ptipadné
doprovazeném zvysenim teploty) nebo prodluzujici se dobou, po kterou se nechd reakce
probihat. SlabSim koncentracim nebo v krat$im ¢ase podléhaji oxidaci latky labilnéjsi, stabilni
zustavaji v ptivodnim vzorku po ukonceni reakce (Mikutta et al., 2005, von Liitzow et al.,

2007).
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Neékteré oxidacni metody se specializuji na izolaci zuhelnatélé POH (black carbon)
(Schmidt et al., 1999; Simpson a Hatcher, 2004), ktera je povazovana za produkt hotfeni
(ptirodni pozary, spad sazi v primyslovych oblastech) a je biologicky nerozlozitelna.

Je celkem dobfe potvrzeno, ze oxidaci podléhaji Cerstvéjsi slozky POH, zatimco starsi
zustavaji nezoxidované (Kleber et al., 2007; Eusterhues et al., 2005). Avsak pokusy ovéfit, Ze
tyto labilni frakce také dobfe reaguji na zmény vstupu POH do ptudy a rizna dalsi opatieni,
jak se obvykle predpoklada, nejsou zase az tolik tspésné (Balesdent et al., 1998; Plante et al.,
2004). Podle Bruuna et al. (2008) vsak oxida¢ni metody nevytvari frakce, které by odpovidaly
konceptualné definovanym frakcim z hlediska funkce, kterou by mély v ptdé plnit (labilni =
energeticky zdroj pro mikroorganismy, stabilni = iontovyménnd kapacita) a uvedeni autofi

dale povazuji rozd€leni na pouhé dvé nebo tfi frakce za nedostacujici.

Oxidace POH pomoci manganistanu draselného KMnO4

Frakcionace POH oxidaci roztokem KMnO4 byla pfedstavena praci Loginowa et al.
(1987), ktefi pouzili roztok o koncentracich 0,033 a 0,333 M. Blair et al. (1995) modifikovali
metodu za pouziti pouze 333 mM KMnOs4 a vypracovali ,,C management index“ pro
hodnoceni kvality POH na zdkladé¢ zmén v pomé&ru labilnich a stabilnich frakci. PouZivani
této metody se pomérné rozsitilo (Tirol-Padre a Ladha, 2004).

Blair et al. (1995) uvadéji mnozstvi oxidovaného uhliku v rozmezi 13 — 28 % z Corg.
Avsak cukry, aminokyseliny a dal$i organické slou€eniny, které jsou obvykle povazovany za
velmi lehce pfistupny substrat pro pidni mikroedafon, reaguji s roztokem KMnOs jen
pozvolna, zatimco latky obsahujici hiife stravitelné glykolové skupiny reaguji rychle (von
Litzow et al., 2007). Manganistan draselny také neoxiduje prednostné celuldzu, avSak
zoxidovana frakce velmi dobte koreluje s obsahem ligninu (Tirol-Padre a Ladha, 2004). Dtive
byla prokdzana vysoka mira korelace mezi Cpm (PerManganate Carbon = uhlik oxidovany
KMnO4) a Cpm (Microbial Biomass Carbon= uhlik mikrobidlni biomasy), ptipadn¢ POM
(Blair et al., 1995). S tim ovSem nesouhlasi Tirol-Padre a Ladha (2004), kteti uvedené
korelace shledavaji pouze velmi nizké a také zjiSt'uji celkovou nizkou zavislost hodnoty Cpm
huminovych latek (Stevenson, 1994), coz vede spiSe k zavéru, Ze tato metoda neni piili§

vhodna ke stanoveni skute¢né labilnich forem POH.
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Frakcionace POH oxidaci peroxidem vodiku H>O:

U oxidace POH pomoci H>0» se piedpoklada stanoveni labilni (aktivni) ¢asti POH, kterou
jsou v padé€ schopny rozlozit extracelularni enzymy (von Liitzow et al., 2007). Ve srovnani
s oxidaci jinymi Cinidly (napi. NaClO, Na»S»0s) je pouziti HoO> méné efektivni ve svrchnich
(A) pidnich horizontech kvili jeho slabému disperznimu Uc¢inku na jilové mikroagregaty
(Mikutta et al., 2005). Ve spodnéjsich horizontech (Bw a C), které se jiz nevyznacuji tak
vysokou mirou agregace, je uc¢inek H>O» vyssi nez tfteba Na>S>Og (Eusterhues et al., 2005).
Mnozstvi POH, které neni H2O, schopen zoxidovat stoupa se zvysujici se hloubkou v ptidnim
profilu a dosahuje podilu v rozmezi 25 — 58 % z Coz u C horizontu pid smiSenych a
listnatych lest (kambisolt) (von Liitzow et al., 2007). Uginnost oxidace vyrazné stoupa se
zmenSujicimi se ptidnimi ¢asticemi, u zrnitostni frakce mensi nez 20 pm az na 90 % z Corg
(Leifeld a Kogel-Knabner, 2001).

Resistentni vii¢i oxidaci H20: jsou slozky POH pievazné polymethylenového charakteru,
pravdépodobné odvozené od prirodnich voskll a dalSich ochrannych latek vyssich rostlin
(Eusterhues et al., 2005; Leifeld a Kdgel-Knabner, 2001). Vysledné mnozstvi zoxidované
POH koreluje s vyskytem funkénich skupin, které podle celkové reaktivity uvadi Peyton
(1993) v nasledujicim potfadi: aromaticka jadra > —CH, > —CO > —COOH. Déle byl u
peroxidem vodiku neoxidovatelné casti POH zjistén vysSsi obsah dusikatych sloucenin a
pyrogennich materidli jako lignit, dfevéné uhli nebo saze (Schmidt et al., 1999). Také POH
vyrazné organickych horizontd jako naptiklad nadloZnich forem humusu lesnich pud c¢i
humusovych horizontii pid minerdlnich, jeZ se vyznacuji vysokym obsahem cerstvého
rostlinného materidlu prevazné alifatického charakteru, je znacné rezistentni viici oxidaci
H>0, (Eusterhues et al., 2005), 1 kdyz hromadéni tohoto materidlu je zplisobeno spise
nepfiznivymi podminkami pro c¢innost pilidnich mikroorganisml, nezli jeho chemickou
odolnosti (Kolaf et al., 2009).

Na druhé stran& Eusterhues et al. (2007) pomoci radiokarbonového datovani '“C uvadi, ze
frakce resistentni vi¢i H>O2 vykazovala o 500 — 3000 let vyssi staii nez byl prumér pro cely
pudni vzorek. Tato hodnota stoupa s hloubkou pidy z asi 1000 let v horizontech A na 3250 —
5260 let v horizontech C. Podobné zavéry uvadi i Theng (2012), coz by naznacovalo, Ze ne
vzdy H20> oxiduje pfednostné mladsi (Cerstvejsi) cast POH.

Pro tuto nejednoznacnost a dal$i vySe uvedené diskutabilni body nemizeme frakci
oxidovanou peroxidem vodiku povazovat za dobfe méfitelnou stabilni ¢ast POH odpovidajici

teoretické koncepci.
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Frakcionace POH pomoci oxidace peroxodisulfatem sodnym NaxS>Os

Peroxodisulfat sodny je povazovan za uc¢inné agens pro oxidaci POH s vylou¢enim vlivu
jilovych mineralti a Fe oxidd. U¢innost Na»S20s je povazovana za vyssi nez HO: i nez
NaClO (Menegatti et al., 1999). Presto Eusterhues et al. (2005) a Keim a Kogel-Knabner
(2003) uvadeji rozsah oxidované ¢asti POH podobny jako u NaClO, tedy 16 — 99 %. Nizky
ucinek oxidace NaxS>Og byl pozorovan u kyselych pid bohatych na sekundarni mineraly
(Eusterhues et al., 2005). Velikost resistentni frakce se pro zménu pohybuje mezi 1 a 40 %
Z Corg v povrchovych horizontech a stoupa az na 80 % v horizontech hlubsich. Signifikantni
pozitivni korelace mezi obsahem Fe extrahovan¢ho metodou DCB (= Dithionite-Citrate-
Bicarbona, smés dithionicitanu, citranu a hydrogenuhli¢itanu) a rezistentnimi frakcemi
potvrzuje, ze NaxS>0g oxiduje prednostné frakce POH bez vazby na mineralni podil. Také je
uvadeén vyssi obsah dlouhych alifatickych fetézcl v oxidované frakci (Zimmermann et al.,
2007).

Protoze pfi oxidaci pomoci NaxS>0g se pouziva NaHCO; jako pufracni Ccinidlo,
piitomnost pfidaného uhliku znemozfiuje provadét ptimé datovani stafi POH na zakladé '“C.
Avsak z negativni korelace mezi aktivitou '*C u piivodnich ptdnich vzorki a velikosti
resistentnich frakci lze usuzovat, ze stejné jako v ptipadé H>O2 oxiduje NazS>;Os mladsi
(Cerstvejsi) casti POH (Eusterhues et al., 2005).

Von Liitzow et al. (2007) povazuji oxidaci NazS20g za slibnou metodu ke kvalitativni

charakterizaci vazeb mezi POH a mineralnim podilem puady.

Frakcionace POH pomoci oxidace chlornanem sodnym NaClO

Chlornan sodny je oxidovadlo se Sirokou Skalou uplatnéni i mimo analyzu POH (¢isténi
pitnych vod od organickych necistot, desinfekéni prostfedek pro domacnosti i primyslové
pouziti). Patrné prvni, kdo pouzil NaClO k oxidaci POH, byl Anderson (1963), ktery jej
vyuzil k odstranéni organickych latek pii studiu mineralogie jili. Pro oxidaci POH je
v poslednich desetiletich jednim znejCastéji pouzivanych c¢inidel (napt.: Kaiser a
Guggenberger, 2003; Mikutta et al., 2005; Siregar et al., 2005).

Vyse uvedeni autofi uvadéji rozpéti oxidovatelného mnozstvi POH u rozdilnych ptidnich
typl a druhit v hodnotach 26 — 96 % z Cor. U lehké frakce je oxidovatelny podil obvykle
vyssi, az 77 — 95 % (Kaiser a Guggenberger, 2003). Velikost resistentni frakce je pak
analogicka a napiiklad Siregar et al. (2005) uvadi jeji velikost v rozsahu 28 — 88 %. Uginek
oxidace NaClO (podobné jako u Na»S»0Og) vyrazné negativné koreluje s obsahem Fe a Al

oxidi a dalSich amorfnich slozek plidy, coz znamena, Ze pouZiti téchto oxida¢nich ¢inidel 1épe
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postihuje labilni frakci POH (Mikutta et al., 2005). AvSak i Cisté i témet Cisté organické
materialy jako raselina (ulmifikovand POH) ¢i izolované humusové kyseliny do zna¢né miry
odolavaji oxidaci NaClO (Chefetz et al., 2002). Jiné¢ studie (Simpson a Hatcher, 2004)
poukazuji na to, ze NaClO ptrednostné oxiduje lignin, avSak jiné aromatické slouceniny (silné
kondenzované¢), zlstavaji vcelku nedotceny. V neoxidovatelné frakci v tomto piipadé tidajné
dominuji téz alkylové skupiny.

Radiokarbonové studie *C (Kleber et al., 2007) opét potvrzuji vys§i staii rezistentnich
frakci (o 75 — 1880 let) oproti ptid¢ v pivodnim stavu a stejné tak stoupajici stari od
horizontli A (Cerstva POH) smérem k horizontim C - az 2500 let (Kaiser a Guggenberger,
2003). Potvrzuji tedy, ze NaClO oxiduje spiSe labilngjsi frakce POH.

Kvili nékdy vzdjemnému protifeCeni si vySe uvedenych studii nelze jednoznacné
rozhodnout, zda jsou frakce odoldvajici oxidaci stabilni diky zoxidovani latek skute¢né

chemicky stabilnich, ¢i v jaké mife se na stabilizaci podili vazby POH s mineralni ¢asti pudy.

Frakcionace POH pomoci UV fotooxidace

Oxidaci POH pusobenim vysokoenergetick¢ého UV zafeni vyuzili poprvé Skjemstad et al.
(1993) jako metodu k rozdéleni POH na labilni ¢ast (podléhajici oxidaci pti UV ozafovani) a
stabilni (nepodléhajici oxidaci UV). Metoda vyuziva skuteCnosti, ze pii ozafovani zdrojem
UV zéfeni se z organickych latek uvolnuji volné radikaly a soucasné dochézi k ionizaci atomu
kysliku v okoli vzorku; tyto radikaly pak vzajemné reaguji. ProtoZe Zivotnost kyslikovych
radikald ve vodnim roztoku je velmi kratka - asi 2 ps (Rabek a Randy, 1975) a tudiZ je velmi
omezena jejich difize v poréznich materidlech jako napt. v piidnich agregatech, je UV
fotooxidace moznd pouze na povrchu téchto agregatii. Tim je dosazeno mozZnosti oxidovat
pouze latky bezprostfedné pfistupné pro pldni mikroorganismy, zatimco pro né fyzicky
nedostupné organické latky ziistdvaji neporuSeny. Zatimco Skjemstad et al. (1993) pozorovali
odstranéni vétSiny POH bez ohledu na jeji rozdilnou chemickou stavbu, Bruun et al. (2008)
zjistili, ze rychleji se oxiduje starsi POH nezli Cerstvy rostlinny opad. Tento rozdil zdtvodnili
vy$§im obsahem ligninu u ¢erstvé POH, pticemz lignin UV fotooxidaci odolava. I Skjemstad
et al. pozdé&ji (1999) uvadgji za pouziti '*C analyzy obdobné vysledky jako pro jiné oxida¢ni
postupy, tj. vyssi stafi rezistentni frakce, resp. jeji horsi oxidovatelnost.

Skutecnost, ze 1 pfes vysokou ucinnost UV oxidace (okolo 70 % C z Coyg) mohou
ve vzorku pretrvat 1 latky b&Zzné metabolicky pfistupné pro mikroorganismy jako napf.
peptidy, podporuje piedpoklad, Ze jsou tyto nezoxidované latky pro mikroorganismy

nepiistupné prostorové (POH v mikroagregatech pod 20 pum a fylosilikatech ¢i organické
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makromolekuly obsahujici zuhelnatélé (spalené) Castecky fotooxidaci odolavaji). Neni tak
zcela mozné pomoci této metody rozlisit, zda je POH stabilizovdna vlastni chemickou

odolnosti nebo jinymi mechanismy (von Liitzow et al., 2007).

Frakcionace POH pomoci oxidace dichromanem draselnym K>Cr>O7

Oxidace dichromanem draselnym v prostiedi kyseliny sirové predstavuje klasicky zptisob
stanoveni celkového obsahu POH resp. celkového uhliku Core. Chan et al. (2001) modifikovali
puvodni metodu Walkley-Blacka (1934) (kterda v naSich podminkach predstavuje podobny
etalon jako u nés pouzivand modifikovana metoda dle Tjurina, 1951) rozsifenim o dalsi tii
frakce aplikaci vice poméra kyseliny a oxidovadla (kromé zdkladniho poméru 2:1 ptidali
pomér 1:1 a 0,5:1 a celkovy neoxidovany zbytek). Piesnéji je tato metoda popsana v ¢asti 4.2.
Celkem je tedy POH rozdélena do ctyf frakei odstupniovanych dle odolnosti vii¢i piisobeni
oxidovadla. Zatimco jini autofi (Majumder et al., 2008) zpétné zjednodusuji metodu
sdruzenim prvnich dvou labilngjSich frakci a obdobné dvou stabilnéjsi frakce do jedné a
spokoji se tak s dvoustupnovym rozdélenim POH, existuji naopak i snahy o co nejvyssi
rozliSeni frakci - napt. Partyka a Hamkalo (2010) dosahuji po¢tu az 11 frakei. Snahy o co
nejplynulejsi frakcionaci POH jsou podporovany 1 z teoretického hlediska (Bruun et al.,
2010).

Velkym nedostatkem dichromanové oxidace je malo prozkoumany charakter latek
jednotlivych frakei, nebot’ zatim nebyla provedena Zadna spektroskopickd analyza u této
metody a totéZ se tyka radiokarbonového datovani stafi ziskanych frakci. Nicméné se tato
metoda stdva pomérné populdrni, coz doklada pocet praci, které ji aplikuji (Ghosh et al.,
2010; Loss et al., 2009; Majumder et al., 2008; Wendling et al., 2010). K jejimu uplatnéni
dochazi nejen v tradi¢nich zdjmech pedologie, ale 1 ve v&€dach o klimatu (Carvalo et al.,
2010).

Alternativa této metody byla vyzkouSena 1 na ZF JU, kdy vSak dochézelo jak ke zméné
koncentrace kyseliny sirové tak dichromanu draselného (Strosser, 2008). V tomto piipadé
byla zjiSténa linearni zadvislost mnoZstvi zoxidovanych frakci na koncentraci oxidovadla.
Vyrazngjsi odliSnost byla shleddna pouze u nejlabilngjsi frakce, kterd reagovala s roztokem
velmi ochotné, a pro jejiz presnéjsi stanoveni by bylo vhodné koncentraci oxidovadla jesté

snizit.
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2.4.2.2 Hydrolytické metody

.....

tradicnim prostedkem - je jeji hydrolyza rizné koncentrovanymi roztoky silnych mineralnich
kyselin, nejcasteji HCI (Paul et al., 2006) a H2SO4 (Rovira et al., 2012; Shirato a Yokozawa,
2006). Tato metoda vychazi z principu, Ze organické latky jsou v rtizné mitfe poddajné kyselé
hydrolyze v zavislosti na jejich chemickém slozeni a pfedevsim na struktufre, jak ukazal jiz
Waksman (1938), ktery zjistil, ze zatimco k hydrolyze hemiceluldézy postacuje 2% HCI,
krystalicka celul6za je hydrolyzovatelnd az za pomoci minimaln¢ 80% H2SOs.

Metabolické procesy mikro 1 makroorganismti v prvni fazi traveni (v pfipadé
mikroorganismu jiz pii mimotélnim plsobeni extracelularnich enzymil) vyzaduji rozStépeni
puvodniho substratu na mensi jednoty, obvykle za pomoci enzymatické a kyselé hydrolyzy.
Z tohoto faktu vychdzeji hydrolytické metody hodnoceni kvality POH, nebot’ latka, ktera
bude vyzadovat ke svému rozstépeni pouziti koncentrovanéjsi kyseliny ¢i ucinngjsich
podminek hydrolyzy (teplota, doba plisobeni) bude pravdépodobné i hlie pfistupnd pro
riznd spoleCenstva mikroorganismi disponuji velkou Skalou nejriznéjSich enzymd,
v realnych piidnich podminkéch se uplatiuji nejen hydrolytické enzymy, ale i oxidacni, a tak
pouziti jediné mineralni kyseliny k celkovému hodnoceni POH je pouze velmi pfibliZznou
simulaci (Rovira et al., 2010).

Princip klasického provedeni kyselé hydrolyzy spociva v tom, ze se na vzorek pidy necha
pusobit urcité mnozstvi mineralni kyseliny za stanovenych podminek (Cas, teplota), po té se
oddéli supernatant s hydrolyzovanymi latkami od zbytku piidy obvykle centrifugaci a/nebo
filtraci a v nehydrolyzovaném zbytku se stanovi obsah uhliku. Moderngj$i metody vyuZivaji
moznost stanovit obsah uhliku pfimo v extrahovaném roztoku spalovanim na pfistrojich TOC
(Rovira et al., 2012; Shirato a Yokozawa, 2006), coz lze vyuzit k vytvoreni sekvencnich
postupit svice nez dvéma frakcemi (postupnym zvySovanim ucinnosti hydrolyzy a
odebiranim supernatantu u téhoz vzorku).

Ptredpoklada se vSak, Ze snadno metabolizovatelné latky jako jednoduché cukry nebo
aminokyseliny jsou rozpustné v slabych roztocich HoSO4 jiz za studena. Celuléza a
ligninocelul6zovy materidl jiz musi byt po né€kolik hodin zahtivany v H2SO4 a odolné ptirodni
polymery jako lignin, suberin, kutin a n¢které vosky ptisobeni kyseliny odolavaji (Shirato a
Yokozawa, 2006). Pti kyselé hydrolyze vzorku piidy dochéazi i k uvolnéni polyvalentnich
kationtt z jilovych koloid a mikroagregati (Oades a Waters, 1991).
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Kysela hydrolyza tak slouzi pfedevsim k hodnoceni stability POH v chemickém vyznamu
tohoto slova, zatimco prostorovou piistupnost ¢i vazbu s mineralni fazi ptidy do zna¢né miry
zanedbava (von Liitzow et al., 2007).

Vétsina metod kyselé hydrolyzy POH vyuziva roztoki HCl a H>SOs o raznych
koncentracich, pficemz v diivéjSich pracich byla pouzita pouze jedna koncentrace (napf.
Anderson a Paul, 1984; Leavitt et al., 1996), tzn., ze POH byla rozd¢lena pouze na dvé frakce
— hydrolyzovatelnou a nehydrolyzovatelnou (rezistentni). Pozd¢ji se zacalo vyuzivat
vicestupnovych sekvencnich metod (Rovira et al., 2010; Shirato a Yokozawa, 2006), kde jsou
jednotlivé frakce odstupnovany jak zvySovanim koncentrace kyseliny, tak zménou dalSich
podminek pii analyze - jako je zvyseni teploty, doby expozice apod.

Utinnost kyselé hydrolyzy je podle Paula et al. (1997) 30 — 87 % POH hydrolyzovatelné
v 6 M HCI, Stevenson (1994) uvadi rozmezi 5 —45 % za pouziti rizné€ koncentrované H>SOs.
Paul et al. (2006) dokladaji pokles podilu POH u zbytku nehydrolyzovatelného kyselinou
chlorovodikovou z prumérnych 50 % v povrchovych horizontech na asi 30 % ve vétsi hloubee
pudniho profilu.

Podle radiokarbonového datovani (Paul et al., 1997) jsou frakce POH hydrolyzovatelné
HCI o ptiblizné€ 1500 let mladsi nez nehydrolyzovatelny zbytek. Rozdily jsou jesté vétsi mezi
horizonty jednotlivych ptd, kdy u povrchu (0 - 30 cm) je stafi POH v rozmezi 3540 let pro
hydrolyzované latky a 7600 let pro rezistentni, zatimco v hloubce 90 — 110 cm dosahuje 5420
let pro hydrolyzované a az 9035 + 440 let pro nehydrolyzovany zbytek.

Avsak jiné prace toto pomé&rné ,,staré¢* datovani zpochybnuji. Napiiklad Anderson a Paul
(1984) odhaduji dobu obratu jimi stanovené rezistentni frakce v mnozstvi 26 % z Cog na
pouhych cca 15 let. Paul et al. (2006) zase nachdzi vyznamnou pozitivni korelaci mezi
rezistentni frakci a celkovym obsahem POH a navic shledavaji hydrolyzovatelnou frakci
citlivou na agrotechnické zasahy a zpiisob obhospodatrovani, takZe jeji velikost lze v kratké
dobé ovlivnit. Balesdent et al. (1998) po aplikaci sekvencni hydrolyzy (H2SO4 nejprve za
studena a poté za zvySené teploty) na plidnich vzorcich odebranych po zméné vegetace
z rostlin typu C3 na C4 konstatuji, Ze kyseld hydrolyza neumoziuje rozliSeni latek, které
setrvavaji v piid€ déle od latek mladsich.

Po shrnuti vyse uvedenych tvrzeni nelze jednozna¢né rozhodnout, nakolik spolehlivé je
labilni ¢ast POH kyselou hydrolyzou stanovena a zda tato hydrolyzovatelna ¢ast odpovida
funkci a vymezeni s konceptudlné definované labilni/aktivni POH.

ProtoZe i hydrolyzovatelna frakce dosahuje zna¢ného stati v hlubsich vrstvach pidy, Paul

et al. (1997) usuzuji na stabilizaci téchto latek dalSimi mechanismy, jako jsou
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organomineralni vazby, sorpce polyvalentnimi kationty ¢i prostorova (fyzicka) nedostupnost.
I dalsi prace (Kiem a Kogel-Knabner, 2003; Leifeld a Fuhrer, 2005) potvrzuji, ze latky
hydrolyzovatelné za béznych okolnosti - jako polysacharidy, proteiny a aminokyseliny mohou
byt stabilizované ve frakci jemnych piidnich ¢astic.

Z vyse uvedenych fakti vyplyva, ze kysela hydrolyza se vyznacuje reakcni nespecifitou,
hydrolyzuje i POH ¢éstec¢né stabilizovanou jinymi mechanismy (nez jen vlastni chemickou
odolnosti) a na druhé strané¢ zase ponechdva v pide latky za normalnich podminek lehce
hydrolyzovatelné. Potom je mozno souhlasit se zavéry nékterych diivéjSich praci (Balesdent
et al., 1998; Trumbore et al., 1989; Trumbore a Zheng, 1996), Ze totiz kyseld hydrolyza
nerozdéluje POH na funkéné homogenni frakce, pokud je aplikovéna na piidni vzorek jako
celek. Pokud ovSem kyselé hydrolyze predchazi néktery zptusob fyzikalni frakcionace (napft.
izolace POM nebo LF) dokaze byt metodou velmi piinosnou. To jiz dokladaji novéjsi prace

vyuzivajici kombinaci téchto metod (Rovira et al., 2012).

2.4.2.3 Extrakéni metody

Frakcionace POH extrakci vodou

dostupnosti POH pro mikrobiologicky rozklad (Kdrschens et al., 1990; Schulz, 1990, Kalbitz
et al.,, 2003). Pro extrakci tzv. vodorozpustného uhliku existuje celd fada metod a jejich
modifikaci, z principidlniho hlediska mizeme vSak rozdélit vSechny metody na dvé zakladni
skupiny, a to na extrakci POH z plidniho vzorku, ktery byl odebran na pokusném misté
a extrakce se provadi az v laboratofi, nebo na odbér vzorku ptidniho roztoku in situ a nasledné
laboratorni stanoveni obsahu C v tomto roztoku. Zatimco v prvnim piipad€ jde o stanoveni
potencialu pidy z hlediska rozpustnosti POH ve vodnim roztoku, v druhé¢ metod¢ je z4jem
o zjisténi aktudlniho obsahu organickych latek v padnim roztoku, ktery vice odrazi
momentalni piidni podminky (von Liitzow et al., 2007; Zsolnay, 1996).

Prvni skupinu extrakce miizeme rozdélit jesté na dvé hlavni podskupiny podle podminky,
kterd nejvyraznéji ovlivituje mnoZstvi a charakter extrahovanych latek, a to na extrakci
studenou vodou a na extrakci horkou vodou. Zde stoji za zminku jes$té¢ oznaCovani téchto
vyluhti v literatute. V Ceské literatufe se nejcastéji pouzivd indexované oznaceni Cews pro
extrakci studenou a Chws pro extrakci horkou vodou, metoda in situ (odbér pidniho roztoku)

se nepouziva. V anglicky psané literatufe se obvykle uziva zkratek WEOC = Water
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Extractable Organic Carbon vSeobecné pro extrakci studenou vodou, HWEOC = Hot Water
Extractable Organic Carbon pro metodu extrakce horkou vodou a DOC = Dissolved Organic
Carbon pro metodu ptimého odbéru ptidniho roztoku.

Ptestoze vodorozpustny uhlik piedstavuje velmi malou cast z celkové POH a to 0,05 —
0,4 % u ornych pid a 0,25 — 2 % u pid lesnich (Haynes, 2005), maji extrakéni podminky
vyrazny vliv na charakter extrahovanych latek a u odbéru roztoku in situ hraje vyznamnou
roli momentalni pidni vlhkost (koncentrace C latek v roztoku) a dal§i aktualni padni
podminky (pH, teplota, nasyceni sorp¢niho komplexu). Piehled vlivu jednotlivych parametra

extrakce na kvalitu a kvantitu extraktantli podavaji Jones a Willett (2005) a Zsolnay (1996).

Extrakce POH studenou vodou (Ceys)

Pokud se pfi extrakci POH pouzije pouze studend voda, je obsah rozpusténého uhliku
logicky niz8§i nez v extraktu Chws. Typickd koncentrace Cews Vv pudé klesd s hloubkou
z piiblizné 5 — 100 mg/1 u povrchu k 0,5 — 5 mg/1 v horizontech B a C (Rovira et al., 2010).

Ccws muze obsahovat nizkomolekularni latky i koloidni ¢astice. Von Liitzow et al. (2007)
definuji Ccws jako veskeré organické latky pochazejici z POH mensi nez 0,45 um nachazejici
se vroztoku ziskaném jak extrakei, tak odbérem in situ. Néktefi autofi vyuzivaji pomér
hexozy k pentoze v Ccws jako indikator mikrobialniho ptivodu sacharidi (Haynes, 2005).

Ackoli se jiz déle predpoklada (Korschens et al., 1990), ze Ccws piedstavuje labilni frakci
POH a obsahuje latky snadno pfistupné pro mikroorganismy, ukazuje se, Ze jen asi 10 — 40 %
Cews je biodegradabilnich v respirometrickém testu (Haynes, 2005). Podobné John et al.
(2005) v pokusech se zménou vegetacniho pokryvu C3/C4 ukazuji, ze az 70 % Ccws pochazi
ze staré POH. Stabilita Ccws extrahovaného z materidlu o nizkém stupni humifikace (napft.
z Cerstvych rostlinnych zbytkll) je nizka s dobou obratu v fadu tydnd az mésict, zatimco Cews
ziskany ze siln¢ humifikovanych mineralnich pid ¢i naopak ztzv. ulmifikované POH
raselinového ptivodu vykazuje nizkou rozlozitelnost s odhadovanym ¢asem obratu v desitkach

let (Kalbitz et al., 2003).

Extrakce POH horkou vodou (horkovodorozpustny uhlik Cys)

Zatimco (Cews) ziskany extrakci za studena byva casto nerozliSovan od uhliku
rozpusténych latek (DOC), oznafeni Chws byva uvadéno diraznéji, nebot’ Uinky zvysené
teploty extrakce vyrazn€ ovliviiuji vlastnosti extraktantu. Von Liitzow et al. (2007) fadi tuto

metodu dokonce spiSe mezi hydrolytické neZ mezi metody extrakéni.
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Urceni Chws se Casto pouziva jako metoda stanoveni potencialné mikrobialné dostupné
POH a tento vyluh by mél tedy obsahovat snadno rozlozitelné organické latky (Korschens et
al., 1990; Schulz 1990, 2002; Sparling et al., 1998). Obsah Cnws se pohybuje v rozmezi
ptfiblizné 1 — 5 % z Corg a je tedy asi 18 krat vysSsi nez u extrakce studenou vodou (Haynes,
2005; Leinweber et al., 1995). Z hlediska provedeni extrakce se nejcastéji uziva teplota varu
destilované vody za normalniho tlaku (100 °C, napf. Korschens et al., 1990), Ghani et al.
(2003) extrahuji pouze pti 80 °C, zatimco Balesdent et al. (1998) zvySenim teploty na 120 °C
v autoklavu dosahuji az o 30 % vétsSiho vytézku rozpustnych latek). Pro lepsi uvolnéni
organickych latek z agregat se nekdy ptidavaji do roztoku soli (napi. MgSQO4) (Korschens et
al., 1990).

Pro charakterizaci latek obsazenych v Chws vyuZili Leinweber et al. (1995) 3C-NMR
spektroskopii a ioniza¢ni pyrolytickou spektrometrii a zjistili, Ze z velké Casti je Chws slozen
ze sacharidi a dusikatych latek, a to zejména aminokyselin a amidi pravdépodobné
pochazejicich z tkdni mikroorganismi. Protoze vétSina téchto latek vykazovala vytékani jiz
pti relativn€ nizkych teplotach pyrolyzy, Leinweber et al. (1995) usuzuji, Ze tyto latky nejsou
sorbovany mineralni fazi ptidy ¢i humusovymi latkami. V laboratornich inkubaénich testech
se prokazala i vy$si biodegrabilita Chws (aZ 80%) nezli u Cews (pouze 50 — 60%). Avsak
prubéh rozkladu Chws v inkubacnim testu vice odpovidal modelu II. fadu, kdy pomala frakce
vykazovala dobu obratu v mésicich, coZ znaci, Ze Cnws nepiedstavuje homogenni frakci. Ale 1
stanoveni nez Ccws (KOrschens et al., 1990).

Pti vytvafeni matematickych modelti popisujicich dynamiku celkové POH 1 jejich
jednotlivych frakei se zacalo pfihlizet k jako prvnimu experimentdlné stanovitelnému
parametru pravé k Cews @ Chws. AvSak ani pfes znacné usili vyzkumu vénovanému témto
frakcim POH neni zcela jasnd jejich charakteristika, komplexnost a pisobeni jednotlivych
parametrd, které na né¢ maji vliv, je obtizné kvantifikovatelné. Zatim neni dost dobfe mozné
parametricky stanovit zdroje Cews a Chws a jejich osud v ptidé (Kalbitz et al., 2003). I pfes
relativné malé mnozstvi v pid€ je vyznam téchto frakci pro celkovou dynamiku POH
nepopiratelny, bohuzel vySe uvedena nehomogenita brani jejich definovani jako funk¢nich

frakci POH s jasné definovanymi ¢asy obratu.

Extrakce POH alkalickym roztokem pyrofosforecnanu sodného (NaOH +NasP>07)
Metoda frakcionace POH smésnym roztokem NaOH + NasP207.12 H2O je nejstarsi

z pouzivanych extrak¢nich postupt. Historicky je déna pedologickou tradici a jako jedina
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z uvadénych metod ma svou piimou souvztaznost s teoreticky definovanymi stabilnéjSimi
frakcemi POH — fulvokyselinami, huminovymi kyselinami a huminy (Kubat et al., 2008),
ikdyz tyto pojmy jsou definovany ptfedevSim na zéklad¢ dalSiho frakcionacniho postupu
(rozpustnost ¢i nerozpustnost v alkaliich a kyselinach). Piestoze se dnes objevuji hlasy
volajici po revizi znalosti o humusovych latkach (Piccolo, 2002), je tato metoda stale Siroce
pouzivand, nebot’ extrahuje pomérné znacné mnozstvi POH a vzajemny pomér frakci je
citlivy k ptidnimu typu (Stevenson, 1994; Olk, 2006). U ¢eskych piid vSak Kubat et al. (2008)
nenasli tak tésny vztah humusovych latek k ptidnimu typu, vztah técho latek k pidnimu druhu
a nadmoftské vySce byl shledan prakticky nevyznamny, z ¢ehoz tito autoii dospivaji k zavéru,
ze mnozstvi a kvalita POH je spiSe funkci stanoviste.

Nov¢jsi modifikace pracovnich postuptl frakcionace humusovych latek (HL) se snazi pred
samotnym stanovenim HL nejprve o extrakci vodorozpustné POH (Ccws a Chws) @ soucasnym
oddélenim makroskopické POH (LF a POM) pomoci prosévani ¢i flotace a také s oddélenim
organickych latek rostlinného ¢i mikrobiologického ptivodu a nehumusového charakteru.
Humusové latky jsou stabilizovany tzv. humifikaénim procesem a jsou povazovany za
chemicky stabilni, mikrobidlné¢ jen velmi téZce az vlbec nepfistupné (zvlasté huminy) a
v konceptudlnim schématu predstavuji pasivni frakci POH (Baldock a Nelson, 2000; Kubat et
al., 2008).

Béhem extrakce POH roztokem hydroxidu sodného bez piidavku pyrofosfatu jsou
vodikové miistky, které ji stabilizuji, nahrazeny ionty Na, coz zpisobuje vys§i rozpustnost
extrahovanych slozek a také pfeskupeni nékterych vazeb (Piccolo, 2002). Desorpce POH je
dale podporovana kompetici mezi hydroxylovymi anionty a zaporné nabitymi funkcnimi
skupinami extrahovanych latek o adsorpéni plochy v mineralni fazi a také disociaci nékterych
funkénich skupin vyvolanou zménou pH. Vazby s vicevalentnimi kationty vSak NaOH
neovliviiuje, ty mohou byt naruseny pouze ptidanim NasP>O7 (Schnitzer a Schuppli, 1989).

Extrakce samotnym Na4P>0O7 pti pH = 7 je doporuCovana k ziskani frakce POH vazané na
jilové minerdly vazbami s vicevalentnimi kationty a stabilizované tvorbou chelatovych
komplexii bez odstranéni Fe a Al z ptivodnich matric v mineralech (Stevenson, 1994).

Hydroxidem sodnym bez ptidavku pyrofosfatu se extrahuje az 80 % POH, zatimco
samotnym Na4P>07 pouze okolo 30 % (Kononovové, 1966; Stevenson, 1994). Protoze
samotny 0,5 M NaOH extrahuje vice C a N z hrubSich zrnitostnich frakci nez z jemnéjSich,
doporucuji jej Schnitzer a Schuppli (1989) jako metodu separujici volnou POH, slozenim
podobnou LF. Piccolo (2002) naznaCuje, Ze roztok NaOH extrahuje vice

vysokomolekuldrnich latek nez roztok NasP>O7 pifi pH = 7, zatimco roztokem pyrofosfatu
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sodného je extrahovano vétsi mnozstvi POH z jemnéjSich Castic. To by mohlo potvrzovat, ze
roztokem NasP>07 je extrahovana POH stabilizovana v komplexnich slouc¢eninach (Schnitzer
a Schuppli, 1989). Nejcastéji se vsak pro extrakci humusovych latek pouziva smésny roztok
0,1 M NaOH + 0,1 M Na4P>O7 (Stevenson, 1994).

V jilovitych ptidach Anderson a Paul (1984) stanovili radiokarbonovou analyzou nejvyssi
stafi u aromatickych huminovych kyselin (2820 + 45 let), u huminti 2495 + 45 a u POH
nehydrolyzovatelné v 6 M HCI na 2455 + 45 let. AvSak doba obratu huminli a huminovych
kyselin byla vyssi ve srovnani s nehydrolyzovanym zbytkem (54 %, 30 — 55 %, respektive 26
% za 15 let), coz by naznaCovalo niz$i stabilitu humusovych latek, neZ se obecné
predpoklada. Naproti tomu Balesdent et al. (1998) povazuji vyluh humusovych latek za
material nevhodny pro radiokarbonovou analyzu na zakladé ptedpokladu, ze ptirozeny vyskyt
obohacenych izotopt uhliku ve vSech frakcich bude obdobny, nebot’ 1ze ocekdvat podobnou
kinetiku pfijmu Cerstvych organickych latek i degradaci vSech frakci HL (HK, FK a humint).

POH extrahovana roztokem NaOH + NasP>0O7 vykazuje piiblizné o 100 let vyssi stafi nez
POH extrahovana samotnym NaOH pfi stejném pH. Toto zjisténi zdaraziuje diilezitost
amorfnich minerali pti stabilizaci POH (Balesdent et al., 1998). Odhad polo¢asu rozkladu HL
z alkalickych extraktli je velmi variabilni a li§i se v zavislosti na pidnim typu (Wattel-
Koekkoek a Buurman, 2004).

Alkalicky extrakt POH je vyrazné nehomogenni frakci, nebot’ extrakéni proces postihuje
soucasné jak organomineralni interakce, tak i vnitini a vzdjemné vazby organickych latek.
Tonty Na" se také uplatfiuji pfi flokulaci jilovych mineralti a zpisobuji jejich disagregaci (von
Liitzow et al., 2007). Sekvenovanim procedury na prvni fazi extrakce roztokem NaOH a poté
aZ NasP,07 umoziuje Uc¢innéji izolovat POH stabilizovanou silnymi organomineralnimi
vazbami v jilovych mikrostrukturach, avSak extrakce pyrofosfitem sodnym neposkytuje
74dné informace o tom, jakou merou se jednotlivé kovové ionty podileji na stabilizaci POH.
Neni také pfesnéji kvantifikovano mnoZstvi Na pyrofosfatu potiebné k plnému nahrazeni
vSech polyvalentnich vazebnych mist, zvlasté u ptid s vysokym obsahem amorfnich minerali
(Stevenson, 1994).

Vyse uvedend fakta lze shrnout konstatovanim, Ze podobné jako jinymi chemickymi
metodami frakcionace, 1 alkalickou extrakci je postihovano soucasné vice stabilizacnich
mechanismi POH, a metoda tak neposkytuje rozdéleni na homogenni frakce s jednoznacné
piislusnou funkci a dobou setrvani v ptidé. Na druhou stranu je vyhodou této metody Siroka

zakladna poznatkl (i kdyZ n€kdy protichtidnych) ziskand béhem tfady desetileti pti zkouméni
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humusovych latek a cenna Casto dohledatelnou souvislosti s pidnimi druhy a typy a jejich

produkéni i mimoprodukéni hodnotou (Horacek et al., 2014).

Frakcionace POH pomoci extrakce organickymi rozpoustédly

Historicky existuji i pokusy extrahovat rizné frakce POH organickymi rozpoustédly
(Hayes, 1985). Alkany a vy$$i mastné kyseliny, které jsou povazovany za zvIasté
nerozlozitelny materiadl, mohou byt z ptidy extrahovany n-hexanem (Derenne a Largeau,
2001). Chloroform je zase doporucovan pro extrakci mastnych kyselin, vysSich alkoholi,
voskl a esterti (Schnitzer a Schuppli, 1989). Nov¢;jsi studie pracuji se zlepSenymi a castecné
automatizovanymi  postupy  vyuzivajicimi  Soxhletovu aparaturu ¢i  zrychlenou
dichlorometan/metanolovou extrakci pro izolaci lipidii z POH (Wiesenberg et al., 2004).

Odhaduje se, ze organické latky s alkylovymi skupinami, charakteristické nerozpustnosti
v organickych rozpoustédlech, jako napt. kutin ¢i suberin, a také tuky a vosky tvoii asi 25 % v
POH povrchovych horizontii pid. Samotné tuky, jejichz obsah byva v rozmezi 2 — 6 %
z Corg, jsou povazovany za velmi dulezity prvek pfi stabilizaci POH (Baldock et al., 2004),
nebot’ se podileji na riznych stabilizacnich mechanismech, a to napfiklad tim, ze obaluji
snadnéji rozlozitelné latky nebo je uzaviraji do agregatl, a tak je chrani pfed rozkladem.
Samotny tukovy obal je znacné stabilni diky vazbam C — C, povrchové hydrofobité a nizké
reaktivité s chemickym prostfedim ptudy (von Liitzow et al., 2007).

Avsak pokusy vyuZivajici zmény vegetacniho pokryvu z rostlin typu C3 na C4 ukazuji, ze
doba obratu tukové frakce ¢ini pouze 60 let ve srovnani s 250 lety pro celkovou POH
(Wiesenberg et al., 2004).

Wattel-Koekkoek a Buurman (2004) zjistili pozitivni korelaci mezi obsahem alkylovych
skupin a aktivitou *C, coz opét dokazuje, Ze vysoky obsah alkylovych skupin je spojen
s relativné Cerstvymi frakcemi POH. Tento vysledek odrdzi ale také to, ze alifatické casti
POH jsou velmi heterogenni. Pro charakterizaci jednotlivych frakci POH s odliSnymi
funk¢énimi skupinami povazuji von Liitzow et al. (2007) za nezbytné sledovat rozdé€leni

jednotlivych typt latek za pomoci izotopického znaceni pro kazdou skupinu zv1ast’.
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2.4.2.4 Metody s vyuZitim destrukce minerdini slozky pGdy

Destrukce mineralni slozky piidy pomoci kyseliny fluorovodikove HF

Kyselina fluorovodikova je pouzivana k izolaci POH vazané na mineralni slozku ptdy
diky své schopnosti rozpoustét hydratované kiemicité minerdly a komplexni slouceniny Fe a
Al (Stevenson, 1994). V hlubsich piidnich horizontech lze po aplikaci HF ziskat az 80 % POH
(Eusterhues et al., 2005), coz znamen4, ze jde o uvolnéni organomineralnich vazeb a mize
tedy byt tato metoda pouzivana k separaci mineralné¢ vazané POH od volné (Gelinas et al.,
2001).

Pii destrukci téZkych frakci ptidy (> 2 g.cm™) pomoci HF zjistili Eusterhues et al. (2007),
ze rozpusténi mineraln€ vazané POH neni uplné a Ze toto rozpusténé mnozstvi siln¢ zavisi na
pudnim typu a odb&rové hloubce ptidniho profilu. Déle bylo zjiSténo, Ze velmi silny organicky
povlak na jilovych mineralech u nékterych ptid neumoznuje kontakt HF s mineralem uvnitf a
tim brani rozpusténi mineralni faze a uvolnéni této vazané POH (Eusterhues et al., 2007).

Vyznamnou nevyhodou aplikace HF je skutecnost, Ze ve znacné mife ovliviiuje a méni
sloZzeni ziskané POH. Ukazuje se, ze ztraty organického uhliku jsou 10 az 30 % z Corg
(Rumpel et al., 2006), pfi¢emz vyssi ztraty jsou pozorovany u vzorkd s pievahou organického
podilu jako je rostlinny opad, humusové horizonty lesnich pid nebo vyrazné¢ humusové
povrchové horizonty pid mineralnich. U téchto vzorkii vSak dochazi k mensimu ovlivnéni
struktury a slozeni POH, zatimco u hlub$ich horizontl s pfevahou mineralniho podilu, jako
napf. u podzolového horizontu Bs, dochazi prednostné k rozpousténi labilnich o-alkylovych
skupin a karboxylovych skupin (Gelinas et al., 2001; Schmidt a Gleixner, 2005). V kyselych
lesnich ptidich méni HF sloZzeni POH dokonce podstatné; se vzristajici hloubkou stoupa
obohaceni rozpustné frakce o o-alkyly, alkyly a karbonyly ve srovnani s frakci rezistentni
vuci HF (Eusterhues et al., 2007).

Gelinas et al. (2001) ptfedpokladaji, ze POH v podilu rozpusténém v HF sestava z
vlastnich vodorozpustnych, hydrofilnich latek, které jsou pted rozkladem chranény adsorpci v
mineralni fazi pady.

Radiokarbonovou metodou '*C se odhaduje, Ze POH izolovand HF v horizontech A je o
100 — 200 let starsi nez frakce rezistentni. Naproti tomu v hlubSich horizontech kyselych pid
je rozpustnd frakce o 75 — 3200 let mladsi nez frakce rezistentni vici HF. Celkové se
odhaduje nejvyssi staii frakce POH izolované HF na 3500 let, zatimco frakce oznacené jako
rezistentni na 5800 let (Eusterhues et al., 2007). Tato data (predevsim rozdil ve stafi izolované

a resistentni frakce POH) se do znané miry podobaji udajim uvadénym pro frakce
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hydrolyzovatelné HCI ptipadné H>SOq, takze 1ze predpokladat, ze pti aplikaci HF se uplatituje
ve vyznamné mife i hydrolyza organické hmoty, nejen destrukce mineralni faze. Eusterhues et
al. (2007) ptisuzuji vyssi staii nedestruované frakce vyssi mife prostorové nedostupnosti
POH v hlubSich horizontech, coz poukazuje na vyznam abiotické mikroagregace pii
stabilizaci POH (POH uzavienou v agregatech povazuji za nerozpustnou v HF).

Uvedend fakta lze shrnout konstatovanim, Ze slozeni, hydrofobicita a stafi pudni
organické hmoty datované '*C je u frakce izolované HF ve zna¢né mife zavislé na
pedogenezi zkoumanych piid. Pro vybér vhodnéjsich podminek, kdy by bylo vyhodné pouzit
HF k uvolnéni mineraln¢ vazané POH, je nutné 1épe charakterizovat POH obsazenou jak v
izolované tak v rezistentni frakci u vybranych a definovanych ptidnich typt a horizontt. Tato
charakterizace by byla také nezbytna v ptipadé, kdy bychom chtéli pouzit tuto metodu jako
aproximaci funkéni (resp. minerdlné vazané) frakce POH (von Liitzow et al., 2007). Pred
samotnou aplikaci HF by vSak bylo nutné odstranit ze vzorku volnou POH, nebot’ tato volna
POH musi byt pfitomna v extraktu HF, coz se jist¢ odrazi i v protikladnych tvrzenich o stari

frakci POH rozpusténych v HF po destrukci mineralni slozky pady.

2.4.3 Termicka analyza POH

Pii termické analyze je vzorek pudy zahiivan za urcitého teplotniho rezimu (obvykle s
linedrnim vzristem teploty), pfi¢emz je méfena a zaznamendvana urcitd fyzikalni veli¢ina -
nejcastéji hmotnost zkoumaného vzorku - tedy termogravimetricka analyza TGA. Béhem
zahtivani pfechazeji postupné jednotlivé slozky vzorku z pevného stavu do plynného, takze
hmotnost vzorku se s rostouci teplotou snizuje. Slozeni vznikajicich plyni je nasledn€ mozné
detekovat rliznymi, nejcastéji spektroskopickymi metodami (Schulten a Leinweber, 1999;
Plante et al., 2009). Minimalné je vSak nutné detekovat alespoii uvoliiovany uhlik, aby bylo
mozno odlisit reakci organickych latek od anorganického uhliku v pad¢. Problém pii odliseni
muZe nastat pii teplotich nad 550 °C, pokud vzorek obsahuje vyznamnégjsi mnoZstvi
uhlicitand, které se pfi této teploté zacinaji rozkladat.

Z pohledu termické analyzy je moZzno povazovat za labilni latky ty, které vytckaji pii
nizsich teplotach, zatimco pro termicky rozklad stabilnich latek je nutné dosahnout vyssich
teplot, a tedy vysSich energii. Termickou analyzu v riznych modifikacich vyuziva pti studiu
POH ftada praci (Schulten a Leinweber, 1999; Siewert, 2004; Bruun et al., 2008), pfi¢emz jsou
identifikovany "piky" pro jednotlivé typy organickych slou€enin jako cukry, ligninové
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monomery a dimery, alkyly, aromatickd jadra, tuky a dusikaté slouceniny. Piesto vSak

zlstavaji mezery v interpretaci a kvantifikaci naméfenych dat (Plante et al., 2009).

2.4.4 Biochemické metody frakcionace a stanoveni rozloZitelnosti (stability) POH

Ptednosti biochemickych metod je, ze pfimo pracuji s Ciniteli odpovédnymi za rozklad
POH, tedy pidnimi mikroorganismy. Nevyhodou muze byt ovlivnéni vysledkli inkubacnich
testi tim, Ze béhem piipravy vzorkii prechdzi ¢ast POH, ktera byla v pavodnim stavu
nedostupnd, do stavu pfistupného pro mikroorganismy - ptedevsim jde o POH absorbovanou

v agregatech, které se ptipravou vzorku nékdy rozrusi (Bruun et al., 2010).

2.4.4.1 Stanoveni rozloZitelnosti POH pomoci padni respirace a biochemické spotreby kysliku

Skutec¢nou aktivni/labilni ¢ast POH je mozno stanovit jako CO2 uvolnény dychanim
mikroorganismll béhem jejich inkubace v pidnim vzorku. MnozZstvi respirovaného CO; lze
stanovit riznymi analytickymi koncovkami, napf. titracné, manometricky, interferometricky a
podobné. Vyvojem a modifikaci inkubacnich testli se v ¢eské pedologické tradici zabyval
predevsim Novak (1966).

Urcitou modifikaci inkubacnich testl je vyuZiti stanoveni biochemické spotieby kysliku
(BSK), kdy se inkubovana ptida ptevede do dobie provzdusnéné vodni suspenze (Kolaf et al.,
2003). Pii vyuziti kontinualniho manometrického méfeni BSK je mozné sledovat i kinetiku
rozkladu a z jejiho pribéhu vypocitat 1 rychlostni konstantu k; za ptedpokladu, Ze jde o
kinetiku I. fadu. Zatimco celkova naméfena hodnota BSK udava velikost aktivni frakce POH,
rychlostni konstanta uddva jeji rozlozitelnost (kvalitu). Vyhodou této metody je moznost i jeji
aplikace na vodni vyluhy pidy (Chws a Cews). Idedlni by bylo zkombinovat tuto metodu i s
jinymi frakcemi POH ziskanymi pomoci chemickych metod, ovSem kontaminace vzorku
pouzitymi chemickymi ¢inidly (oxidovadla, kyseliny) to neumoziiuje ani pii opctovné
inokulaci (Strosser, 2008).

Nevyhodou inkubacnich pokusii je piedev§im jejich casova narocnost. MoZnou
alternativou by mohla byt enzymaticka digesce. Existuje cela fada enzymatickych postupt,
umoziujicich velmi rychle za zvySené teploty rozloZit organické slouceniny. Tato metoda by
podle Bruun et al. (2010) mohla byt vyuzita jako relativné ptesnd predpovéd’ respirovatelné

POH po kalibrovani s inkubac¢nimi testy. Pfekazkou tohoto piistupu se vSak jevi vysoky obsah
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ligninu v Cerstvém materidlu rostlinného ptivodu, nebot’ ani izolované ligninolytické enzymy
nedokézi rozlozit lignin zcela (Kiem a Kogel-Knabner, 2003).
Inkubacnich testil se obvykle uziva jako kontrolniho stanoveni, ke kterému se vztahuji

vysledky ziskané aplikaci jinych, pfedevsim chemickych metod.

2.4.4.2 Stanoveni ,,aktivni” POH uréenim mnoZstvi uhliku mikrobidini biomasy

Mikrobialni biomasa ovliviiuje vSechny pfemény POH a je povazovana za fidici prvek
pfemén aktivni ¢asti POH (Smith et al., 2002). Pfi stanoveni mnozstvi uhliku mikrobidlni
biomasy (Microbial Biomass Carbon = Cpwm) se pouzivaji rizné techniky, ovSem za jediné
pfimé stanoveni mnozstvi Cpm lze povazovat metodu na zékladé chloroformové fumigace
vyvinutou Jenkinsonem (1976) a upravenou Vancem et al. (1987b). Kli¢ovou roli pfi
kvantifikaci Cgm hraje kalibracni faktor k., ktery udavéd podil mineralizovaného uhliku
z celkového Cgwm, ktery je uvolnén po 24 hodinové fumigaci chloroformem. Hodnota k. lezi
obvykle v intervalu 0,12 — 0,47 (Sparling et al., 1990). Vance et al. (1987b) udévaji stiedni
hodnotu £ 0,38.

Doba obratu Cpm je odhadovana pomoci izotopicky znac¢eného substratu (napf. '*C- nebo
13C-glukézy), nebo modelovanim inkubace podle kinetiky 1. fadu (Chaussod et al., 1988).

Celkové predstavuje Csm asi 0,3 — 7 % z Corg. V ptdach lesnich ekosystému se rozmezi
mnozstvi Cgm pohybuje mezi 0,5 — 0,9 % v horizontech O a 1,6 — 3,6 v horizontech A. V
kulturnich ptidach se toto mnozstvi pohybuje okolo 0,3 — 4 %. Vys$i hodnota Cgm a obsah
POH v jilovitych pudach (Parton et al., 1987) je vysvétlovan tim, ze jemnd zrnitostni frakce
chrani mikroorganismy pfed predaci a diky vy$$i mife organomineralnich vazeb tato POH
odolava rozkladu (von Liitzow et al., 2007). V diisledku toho byva u téchto pid doba potiebna
k celému obratu Cpwm delsi (Gregorich et al., 2003) a s niz§im mnozstvim respirované¢ho CO> v
pfepoctu na jednotku mnozstvi Cem (Kaiser et al., 1992).

Vyhodou stanoveni mnozstvi Cgm proti respiracnim testiim je také nezavislost na aktualni
aktivit€¢ mikrobidlnich spolecCenstev, kterd zavisi na jejich pfirozenych biologickych cyklech
(Vance et al., 1987a). Na druh¢ stran¢ zase nebere v tvahu slozeni téchto spolecenstev, nebot’
rizné typy mikroorganismi pouZzivaji rizn¢ specializované enzymy (Adamczyk et al., 2009).
Ptestoze se ¢asto vyzdvihuje stanoveni Cgm jako jeden z nejlepSich ukazatelli aktivni/labilni
frakce POH, Broos et al. (2007) poukazuji na to, ze i pouziti této metody ma své limity. Pfi

analyze dat z velkého mnoZstvi piidnich vzorkl se ukazalo, ze mistni nevyrovnanost pidnich
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podminek by pro dodrZeni dostatecné statistické relevantnosti dat vyzadovalo odbér pfilis
velkého mnozstvi vzorkli s nadmérné ndkladnym a zdlouhavym zpracovanim.

Diky kratké dobé obratu Cem v piidé (1 — 5 let, von Liitzow et al., 2007) je tento ukazatel
povazovan za hlavni ¢ast aktivni/labilni frakce POH a je i Casto vyuzivan v matematickych
modelech transformace POH (napt. model CENTURY — Parton et al., 1987). Mnozstvi Cpwm je
snadno méfitelné a oproti jinym frakcim, coz je velmi vyznamné, kineticky homogenni
(Smith et al., 2002). Protoze se vSak odlisn¢ chova Cpm ve (fyzikaln€) chranénych a
nechranénych prostiedich nebo béhem ruznych fazi rozkladu, nékteré modely zahrnuji dvé
odliSen¢ mikrobialni frakce (Petersen et al., 2005). Pro modely, které déli Cpm na tyto dvé
frakce, je nutné provést experimentalni ovéfeni a kvantifikaci téchto dvou funkéné odlisnych
frakci, avSak chybi vhodny experimentalni postup pro jejich stanoveni (Christensen, 1996;
von Liitzow et al., 2007).

Vyuziti biomarkerii (napt. zasobnich triglyceridii) v kombinaci s izotopickym znacenim a
naslednou radiokarbonovou analyzou mize pomoci kvantifikovat vliv Cgm nebo
mikrobidlnich metaboliti na stabilizaéni procesy POH, jakymi jsou zvySend ¢i snizena
agregace nebo odliSny charakter (sloZeni, plivod) riznych funk¢nich skupin POH (Lundberg
etal., 2001).

2.4.5 Kombinované metody frakcionace a stanoveni rozloZitelnosti (stability) POH

Protoze chemické metody frakcionace POH se vyznacuji vétSinou destrukénimi ucinky
na ziskané slozky a jsou aplikovany na celistvy pudni vzorek, jednotlivé frakce POH, které
jsou stabilizovany odliSnymi mechanismy (prostorovym uspotfddanim organomineralnich
komplexii ¢i uzavienim POH uvnitt agregatil) nemohou byt od sebe rozliSeny, pokud dvé
a vice téchto funkénich frakci podléhaji uc¢inkim chemického ¢inidla. Proto tyto heterogenni
frakce ziskané pouze chemickymi metodami nemohou byt povazovany za funkéné jednotné
a také nemohou byt také zahrnuty do modelovéani transformaci POH (von Liitzow et al.,
2007).

Na jedné stran¢ tedy mame metody fyzikalni frakcionace, které postihuji prostorové
usporadani primarnich a sekundarnich organomineralnich ¢astic, avSak neberou v tvahu
chemické slozeni POH v jednotlivych frakcich, pficemZ chemické sloZzeni ma stile znacny
vliv na rozloZitelnost jednotlivych frakci POH a tim i na funkci a ¢as potiebny k transformaci

organickych latek (Olk a Gregorich, 2006). Na druhé strané jsou k dispozici chemické metody
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frakcionace, které postihuji vlastnosti POH na molekuldrni urovni, ale nerozliSuji mezi
jednotlivymi funkcemi, které dané frakce v ptidé€ plni (Olk a Gregorich, 2006).

Proto novéjsi prace zabyvajici se POH vyuzivaji pro jeji frakcionaci obou uvedenych
pristupt (chemicky a fyzikalni) a vytvareji tak samostatnou kategorii kombinovanych metod.
Nejcastéjsim postupem je rozdéleni POH nejprve nékterou z fyzikalnich metod (zrnitostni
nebo denzitometrickou frakcionaci) nasledované chemickou metodou hydrolyzy (Rovira et
al., 2010; Trumbore a Zheng; 1996; Trumbore et al., 1989), oxidace (Leifeld a Kogel-
Knabner, 2001; Plante et al., 2005) nebo extrakce (Six et al., 2002; Wattel-Koekkoek a
Buurman, 2004). V prvni fazi se tedy odd¢€li LF nebo hrubé zrnitostni frakce reprezentujici
pfevazné Cerstvy organicky material, zbylé frakce pak obsahuji stabilngjsi (transformovanou)

POH a jsou mnohem vice relevantni vii¢i pedogenetickym pochodiim (Kgel-Knabner, 2000).

2.4.5.1 Kombinace déleni dle hustoty ptdnich ¢dstic a chemické frakcionace

Pii hydrolyze pomoci HCl se rozkladaji v téZSich frakcich pid obsahujicich POH
sesqioxidy a uvoliuji se labilni organické latky z Fe a Al komplext. V t&ézSich frakcich pid
mirného pasu tvoii nehydrolyzovatelny zbytek extrémné stabilni nerozlozitelnou POH, jejiz
mnozstvi muze byt povazovano za minimalni velikost pasivni frakce a jeji radiokarbonové
datovani za primérnou dobu jejiho setrvani v pude. AvSak kombinace rizné hustoty frakci a
hydrolyzy nebyla GspéSna pii separaci pasivni frakce POH v tropickych pudach. Predpoklada
se, ze kysela hydrolyza muze rozpustit 1 ¢ast velmi stabilniho uhliku nebo umoznit vyménu
starSich funk¢nich skupin za mladsi u této nejstabilngjsi c¢asti POH. I kdyz rozpéti stafi této
nejstabilngjsi frakce pti datovani *C je uzsi, stile je svou povahou heterogenni a jeji

stabiliza¢ni mechanismy nejsou dosud zcela dobie prozkoumany. (Torn et al., 2013).

2.4.5.2 Kombinace zrnitostni a chemické frakcionace

Wattel-Koekkoek a Buurman (2004) kombinuji separaci jilové frakce s naslednou extrakci
humusovych latek. Pfi tom zjistili, Ze humusova jilova frakce je star$i nezli ptivodni POH v
pudeé a nez frakce extrahovatelna alkalickym roztokem, ovSem je mladsi ve srovnani s frakci
extrahovanou pyrofosfaitem. Neni jasné, zda POH této jilové frakce je vazana uvnitf
fylosilikatt typu 2:1, ¢i zda je povahy alifatické (kutin, suberin) a zda je vdzdna na povrchu

minerala silnymi nikoli v§ak iontovymi vazbami (Derenne a Largeau, 2001).
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Dlouha doba obratu humusovych latek ziskanych extraktti (360 — 2000 let) a soucasné cast
POH véazana na smektity naznaCuje, ze fylosilikaty typu 2:1 s permanentnim nabojem
stabilizuji POH hlavn¢ diky silnym kationtovym mustkiim (Wattel-Koekkoek a Buurman,
2004). Kaolinové fylosilikaty s nizkou sorp¢ni kapacitou jsou neutrdlni a mohou POH
Schuppliho (1989), ze NaOH extrahuje volnou nebo jen slabé vazanou POH, avSak stafi této
POH je v Sirokém rozpéti, coz naznacuje, ze je tim diky uvolnéni koordinacni vazby
extrahovana 1 POH vazana silnymi vazbami na hranéch fylosilikati.

Pfi studiu podzoli uvadi Theng (2012) nejvyssi radiokarbonové stanovené staii u POH
resistentni vaci oxidaci H2O» ve frakei jilovych minerdlti typu 2:1 a to 6716 £ 524 let,
(pramérné stati veSkeré POH udava tento autor 4930 let) a povazuje tuto frakci za inertni ¢ast
POH. Autofi dale uvazuji, Ze tato POH je vazédna mezi jednotlivymi vrstvami jilovych
minerall 2:1. AvSak ani u kyselych pid nebyly nalezeny Zadné znamky, Ze by toto vmezeteni
mélo néjaky vyrazny vliv na celkovou stabilizaci POH (Eusterhues et al., 2005). Ani pfi
porovnani jilovych frakei rezistentnich vii¢i oxidaci u pud s klesajicim obsahem POH
nepiekracuje frakce resistentni vici oxidaci H2O2 12 % z Corg a hlavné se nezvysuje u pid
s nizkym obsahem POH (Plante et al., 2005), coz by podle vyse uvedeného predpokladu mélo
byt.

Mnozstvi rezistentni jilové frakce POH je také velmi nizké a jini autofi pro pasivni Ci
inertni frakce udéavaji obsahy mezi 15 — 59 % z Coqrg (von Liitzow et al., 2007). Podobné ani
Leifeld a Kogel-Knabner (2001) nenachézeji Zadnou korelaci mezi obsahem jilu a mnozstvim
POH rezistentni vici oxidaci. Tato fakta hovoii spiSe pro skutecnost, Ze neoxidovatelna
frakce POH neni chranéna vazbami s jilovymi mineraly, ale spiSe je uzaviena v hydrofobnich
makromolekulach nebo zuhelnatélém materidlu a obsahuje vice hydrofobnich alifatickych
struktur (Eusterhues et al., 2005). Prace Leifelda a Kogel-Knabnera (2001) nebo Planteho et
al. (2005) proto uvadéji, Zze neoxidovatelna frakce POH v jemnych zrnitostnich frakcich pudy
je stabilizovana nespecifickymi mechanismy.

Zavérem této kapitoly Ize fici, Ze kombinaci fyzikalnich a chemickych metod frakcionace
POH jsou stale jesté izolovany heterogenni frakce a ani témito kombinacemi neni mozno
zcela rozlisit POH podle typu jejiho stabilizacniho mechanismu v pudé. Avsak tyto metody
piinaseji lepsi informace o kvalit¢ POH nezli samotnd aplikace jen jednoho principu a urcité
zlepSeni lze ocCekavat pii dalSim plném rozpracovani, nebot’ Casto jsou pouzivany pouze

diivodu preferuji.
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2.4.6 Shrnuti metod déleni a posuzovani rozlozZitelnosti (stability) POH

Z vyse uvedeného ptehledu literatury vyplyva, ze pouze nékolik malo metod je schopnych
prakticky stanovit v piidé homogenni frakce POH tfidéné podle novych konceptt stabilizace
POH. Pies velké mnozstvi pfistupii a modifikaci vcetné jejich kombinaci stale zlstava
hlavnim problémem nedostatecna specificnost jednotlivych metod a relevance vuci
¢asti POH, tedy Cpm a LF (pod 1,6 g.cm™), které 1ze povazovat za skuteéné adekvatni metody
separace ¢i frakcionace odpovidajici konceptualné definovanym frakcim (Maia et al., 2013).
Jejich protipdlem je stabilni ¢i pasivni ¢ast POH, kterd je stale nedostate¢né charakterizovana,
nebot’ na jeji stabilizaci se podili vice riiznych mechanismu. Pii pokusech o frakcionaci této
pasivni slozky POH je zatim vzdy vysledkem ziskéani heterogennich frakei.

Ptesto je zde fada novych slibnych metod od destrukce mineralni slozky pudy HF, ptes
frakcionaci POH pomoci HGMS, nebo vyuZiti extrakce DCB, a v neposledni fadé€ je to
kombinace oxidacnich a hydrolytickych metod po ptedchozi fyzikalni frakcionaci.

Odhady stafi ¢i doby obratu jednotlivych frakci v piadé pomoci radiokarbonové datace
vykazuji velmi Siroké rozpéti udaju, takze je témét nemozné porovnavat vysledky riznych
autori mezi sebou. Pii tomto porovndvani je nutno vzdy zohlednit pfesnou modifikaci
frakcionace, kterou dani autofi pouzili, ale vétSinou jsou tyto vysledky relevantni pouze pro
porovnani frakci v ramci jedné prace. Urcité zlepSeni v tomto sméru je mozné o¢ekavat pti
vyuziti izotopicky znacenych vstupnich substratu nebo mikrobidlnich biomarkerti (Maia et al.,

2013).
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3. CIL PRACE

Ovétit oxidacni a hydrolytické postupy frakcionace POH a porovnat je s klasickou
metodou alkalické extrakce ve vzorcich odebranych z humusovych horizonti vybranych pid
Sumavy a prohloubit pochopeni jejich vzijemnych vztahi. Pokusit se o zhodnoceni
rozlozitelnosti jednotlivych humusovych forem, vzajemné porovnat vysledky dosazené vSemi
pouzitymi frakciona¢nimi postupy a tyto vysledky dale porovnat s hodnotami ziskanymi ze
soub&zné analyzy kontrolniho vzorku Cernozemé a piispdt k lepsi schopnosti oddélit
a stanovit jasn¢ definované a relativné vnitiné homogenni frakce pidniho uhliku, a tim
umoznit presnéj$i métfeni celkové dynamiky transformacnich procesti organickych latek
v pudé.

Ovérit vztahy ziskanych frakci POH k vybranym pidnim ukazatelim, pouZivanych
v bilanci ptdniho uhliku pro hodnoceni produk¢nich a ostatnich environmentalnich funkci

pud.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Padni vzorky

Pro udely této prace byly provedeny odbéry nadloznich forem humusu lesnich pid Sumavy
ve vybranych lokalitich v okoli Kvildy a Horské Kvildy (vzorky ¢. 1 — 6). Taxonomické
zafazeni a hlavni fyzikdlni a chemické charakteristiky plidnich vzorki uvadi tabulka 1. Jako
etalon pro porovnani byla vybrana ¢ernozem karbonétova z odbérné lokality Modfice u Brna
(vzorek €. 7).

Piidni vzorky byly charakterizovany témito stanovenimi (viz tabulka 1):

Fyzikalni vlastnosti: zrnitost podle Casagrande, objemova hmotnost redukované Oy,
Chemické vlastnosti: pHkci, kationtova sorpéni vyménna kapacita T podle Sandhofa

(Zbiral, 2011). Metodika stanoveni obsah uhliku Corg a Cox viz kap.4.2

Zrnitostni slozeni humusovych horizontii ptid Sumavy s vyjimkou vzorku &. 2 nebylo pro
vysoky podil organické hmoty stanoveno (pro ucely prace se zde neptedpokladaji

vyznamnéjsi interakce POH s minerdlni matrici pidy). Orientacné jsou fyzikalni vlastnosti

charakterizovany stanovenim objemové hmotnosti redukované (Or).

Tabulka 1. Taxonomické zairazeni podle Némecka et al. (2011) a vybrané fyzikalni a
chemické charakteristiky pudnich vzorki

geneze

vzorek humusovy humusového zrnitostni O: pH T Cog Cox
. o 3 KCl ) )
horizont horizontu sloZeni [g/cm”) [mgev/100g]  [%] [Y]
drnovy mor , neni
1 Hh anhydrogenni Stanoveno 0,59 3,67 128 17,7 12,56
2 rezidudlni o qrogenni pisek 82% 111 3,39 47 56 436
mor Hr
drtovy mor , neni
3 Hh anhydrogenni Stanoveno 0,53 2.7 196 24,7 18,32
4 fibricky - rogenni  PeZminerdlni 00 3y 265 463 3747
mor Of faze
hydromor , neni
5 Hh hydrogenni StanOVeno 0,71 6,57 43 9.4 7,21
6 fibricky 1 drogenn hent 0,48 2,98 117 17,6 14,42
mor Of stanoveno
Cernozem rachovd
7 karbonétova - praciov 1,60 721 196 186 1,52
MK hlina
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4.2 Stanoveni ukazatel( padniho uhliku

Celkovy organicky uhlik Corg

Celkovy organicky uhlik Corg byl stanoven piistrojovou analyzou (PrimacsSLC, SKALAR,
Holandsko). Stanoveni vychdzi z vypo¢tu Cog = TC — IC, tedy rozdilu mezi obsahem
celkového uhliku vzorku (TC = Total Carbon) a piipadnym obsahem uhliku anorganického
(IC = Inorganic Carbon), pokud vzorek obsahuje karbonaty. Ob¢ méieni vychazi ze zjiSténi
mnozstvi CO; ve spalindch (softwarova integrace kiivky zaznamenavajici priibéznou
koncentraci CO; detekovanou infratervenym senzorem) vzniklého spalenim (Cisty O je
dodavan ztlakové nadoby) suchého pludniho vzorku pii teplot¢ 1100°C v ptipadé TC,
respektive za teploty 550°C po pfedchozim ptidani 20 % kyseliny fosforecné ke vzorku
(H3PO4) v ptipadé IC.

Celkovy oxidovatelny uhlik Cox

Stanoveni oxidovatelného uhliku probihalo na mokré cesté¢ oxidaci chromsirovou smési pii
zvySené teploté se zpétnou titraci nespotiebované¢ho dichromanu draselného odmérnym
roztokem Mohrovy soli (modifikovana Tjurinova metoda). Navéazka (0,1 — 0,3 g v zavislosti
na ocekdvaném obsahu uhliku) piidniho vzorku je po ptidani 10 ml chromsirové smési
(0,066 M K»>Cr207 a koncentrovana H>SO4 v poméru 1:1) vlozena do susarny na 45 min. pii
125°C. Po ochlazeni se nespotiebovany dichroman draselny stanovi titraci 0,1 M Mohrovou
soli o znamém faktoru. Pro titraci byl pouzit automaticky titrator Mettler-Toledo DL 50

(Svycarsko).

Horkou vodou rozpustny uhlik Chws

Horkou vodou rozpustny uhlik Cpws byl extrahovan podle standardizované metody
Koérschense (1990). Suspenze 10 g ptidniho vzorku jemnozemé (< 2 mm) v 50 ml destilované
vody se piivede k teploté varu (100°C) a ponecha se tak po dobu 1 hodiny. Poté je suspenze
ochlazena, supernatant se proc€isti centrifugaci a filtraci. Uhlik v supernatantu je po odpateni

pii1 60°C stanoven stejnou analytickou koncovkou jak uvedeno vyse (u Cox).

Stanoveni uhliku mikrobidlni biomasy Cgm

Uhlik mikrobidlni biomasy Cgwm byl stanoven standardni extrakéni/fumigaéni metodou dle
Vance et al. (1987). Princip metody spociva ve zjisténi rozdilu mezi obsahem uhliku

v kontrolnim a ve fumigovaném vzorku po inkubaci. Inkubace a fumigace pidnich vzorka
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navlh¢enych na 50 % reten¢ni vodni kapacity probiha po 24 h ve tmé za pfitomnosti vypari
chloroformu, ktery narusi bunécné stény mikrobidlni flory, jejichz obsah tak piejde do
pudniho vzorku. Po inkubaci se vzorek protfepe v roztoku 0,5 M K>SOs. Obsah uhliku

v tomto extraktu (po vysuseni pii 60°C) se stanovi stejn¢ jako Cox.

Biochemickd spotreba kysliku BSK>1

Jedenadvacetidenni biochemicka spotfeba kysliku BSK»>; byla stanovena pomoci aparatury
Oxi-Top® (Merck, Némecko) podle metodiky Kolafe et al. (2005). Pidni vzorky byly
pfevedeny do vodni suspenze a inkubovany po 21 dni v aerobnich podminkach za pouziti
inhibitoru nitrifikace. Spotteba kysliku pak byla vypocitana podle stavové rovnice idealniho
plynu (p. V=n.R . T) na zdkladé¢ méfeni poklesu tlaku v uzaviené¢ nadobé piezoelektrickou
meétici hlavici a predpokladu, ze vyprodukovany CO: je plné adsorbovan pecickami

hydroxidu sodného umisténymi oddélen¢ v plynné ¢asti nadoby.

4.3 Metody frakcionace POH

Frakcionace POH oxidaci podle Chana et al. (2001)

Tato metoda oxidace POH mokrou cestou vychézi z ptivodniho postupu Walkleyho-Blacka
(1934) pro stanoveni piidniho uhliku, kdy je organicky uhlik oxidovan roztokem dichromanu
draseln¢ho po pfidani koncentrované kyseliny sirové. Pavodni pomér 1:2 (10 ml oxidacniho
roztoku, 20 ml kyseliny) byl vySe uvedenymi autory rozsifen o poméry 1:1 (10 ml oxidac¢niho
roztoku a 10 ml kyseliny) a 1:0,5 (10 ml oxida¢niho roztoku a 5 ml kyseliny).

Navazka 0,3 — 0,5 g vzorku (jemnozem < 0,5 mm) v Erlenmayerové bance je nejprve zalita
10 ml 0,167 M roztoku K>Cr2O7, poté nasleduje ptidani koncentrované (96-98%) HaoSO4
davkovacem piimo do suspense. Oxidacni reakce probihd v digestofi za vnéjSi pokojové
teploty, smés je viak zahfata teplem uvolnénym pfi promichavani smési. Uéinnost oxidace
neni ddna jen vy$$im ucinkem roztoku dichromanu v kyselém prostiedi, ale také vySsi
teplotou, kterou zptsobi vétsi mnozstvi ptfidané kyseliny. Reakce se necha probihat po dobu,
nez se teplota reak¢ni smési ustali zpét na pokojové teploté. MnoZzstvi zoxidovaného uhliku se
vypocte z nespotfebovaného mnozstvi dichromanu, které je stanoveno titraci vzorku 0,2 M
Mohrovou soli o stanoveném faktoru (zde je postup stejny jako pfi stanoveni Cox, véetné

pouzitého titratoru).
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Ze trech samostatnych stanoveni pak lze vypoctem definovat pfirtistek zoxidovaného
uhliku v zévislosti na zvySeni oxidacni G¢innosti ¢inidel. Po zapocteni celkového uhliku Corg

pak obdrzime nasledujici 4 frakce:

F1....C zoxidovany roztokem v poméru 1:0,5 (ml roztokti KoCr2O7 ku H2SO4)
F2....ptirastek C zoxidovany roztokem v poméru 1:1
F3....ptirGstek C zoxidovany roztokem v poméru 1:2

F4....nezoxidovany C stanoveny vypoctem F4 = Corg — (F1 + F2 + F3)

Frakcionace POH oxidaci podle Tirol-Padreho a Ladhy (2004)

Druhy zptsob frakcionace POH oxidaci na mokré cesté pouziva jako oxidacni ¢inidlo
neutralni roztok manganistanu draselného pii pokojové teplotd. Uginnost oxidace
(odstupniovani stability POH) je déano dobou, po kterou je vzorek vystaven uéinkiim
oxidovadla.

Vzorek 0,1 — 0,3 g jemnozemé (< 0,5 mm) je zalit 25 ml roztoku 0,033 M KMnOs a je
v uzaviené bance zvolna protfepavan po dobu 1 h. Poté je vzorek centrifugovén a prefiltrovan
tak, aby byl odd€len roztok manganistanu od zeminy. Mnozstvi zoxidovaného uhliku je
vypocteno z mnozstvi redukovaného manganistanu za predpokladu, Ze v neutrdlnim pH se

VIl redukuje na &tyfvalentni Mn'. Ubytek Mn'" se stanovi

sedmivalentni mangan Mn
spektrofotometricky (Jenway 6100 Spectrophotometer, Bibby Scientific Limited, UK) jako
pokles absorbance pii vinové délce 565 nm (absorbance je porovnavana s alikvotnimi vzorky
¢istého roztoku KMnO4 0 zndmém titru).

Takto stanovend frakce zoxidovaného uhliku za dobu 1h je oznacena jako Cpm.1n (Carbon
PerManganate — 1h), stabilnéjSi frakce je pfipravena stejnym zplUsobem, avSak vzorek se
oxiduje 24 h (Cpm-24n). Tieti frakce, nezoxidovany zbytek (Recalcitrant Pool), je opét

kalkulovéan na zéakladé¢ vztahu Cpm-rp = Corg — (Cpm-1n + Cpm-24h).

Kyseld hydrolyza POH podle Shiraty a Yokozawy (2006)

Tato metoda vicefazové kyselé hydrolyzy vyuZiva kyselinu sirovou a stanovi opét tfi
frakce POH odstupiiované svou stabilitou, tj. odolnosti vii¢i G€inkiim kyseliny. Na rozdil od
obou oxida¢nich metod, vSechny tfi frakce jsou stanoveny u téhoZ vzorku, v prib&hu analyzy
nedochazi k jeho znehodnoceni.

Pro analyzu se pouzije navazka 0,3 g jemnozemé (< 0,5 mm) a nejlabilnéjsi frakce (Labile
Pool 1 =LP 1) se ziské ve vyluhu 25 ml 2,5 M H>SO4 zahtivanim v susarné pfi teploté 105°C

po dobu 30 min (vzorek sroztokem je neprodySné uzavien ve specidlni néadobce
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z borosilikatového skla). Po ochlazeni se supernatant ze vzorku slije do zdsobni odmérné
banky a ptivodni vzorek je dvakrat dekantovan pfidavkem 2 x 25 ml destilované vody. Tento
dekantat je poté také ptidan k frakci LP 1. Koncentrace organického uhliku v takto ziskaném
roztoku je pak stanovena pfistrojové (viz stanoveni Corg) v modifikaci pro stanoveni uhliku
v roztocich.

Piivodni vzorek po dekantaci je usuSen pii 70°C a je pouzit na stanoveni stfedné stabilni
frakce LP 2 (= Labile Pool 2). K pln¢ vysusenému vzorku se ptidaji 2 ml 13 M H>SOs4 a
vzorek se ponechd pii pokojové teploté po 24h (opét v uzaviené nadobé€). Poté se roztok ziedi
piidavkem 24 ml destilované vody (vysledna koncentrace kyseliny v roztoku je 1 M) a necha
se hydrolyzovat v susarn¢ 3 h pii 105°C. Supernatant je opét slit a dvakrat dekantovan 25 ml
destil. vody. V supernatantu se opét stanovi koncentrace uhliku, kterd se prepocte na navazku
vzorku.

Tteti, nehydrolyzovana frakce (RP = Recalcitrant Pool) je pak stanovena rozdilem
RP=Coe— (LP 1 + LP 2); ptipadn¢ se muze provést kontrolni stanoveni Cog piimo

v nezhydrolyzovaném zbytku vzorku.

Klasickd frakcionace humusovych ldatek (Stevenson, 1994)

Klasickd frakcionace rozdéluje phadni uhlik podle rozpustnosti ¢i nerozpustnosti
organickych latek v alkalickém a kyselém prostiedi. Jednotlivé frakce jsou definovany
postupem extrakce. V této praci je pak dale s nimi i takto zachazeno, na frakci huminovych
kyselin (HK) a fulvokyselin (FK) nejsou kladeny zaddné pozadavky, co se tyka barvy,
komplexity, molekulové hmotnosti, aromaticnosti ¢i dalSich vlastnosti jaké Casto uvadi
literatura.

Pidni vzorek je nejprve extrahovan roztokem 0,1 M NaOH + 0,1 M NasP.0s.
Prefiltrovany extrakt se okyseli pfidavkem 1 M H>SO4 na pH < 2 a vlozi do susarny pii 60°C.
Vznikla sraZenina se oddéli od plivodniho extraktu filtraci do odmérné baiiky a srazenina na
filtru se rozpusti horkym 0,1 M NaOH do jiné odmérné baiiky. V obou filtratech (piivodni bez
sraZzeniny a opctovné rozpusténa sraZzenina) je po odpafeni pii 60°C stanoven obsah uhliku
jako Cox. Uhlik v extraktu vysrazeném v kyselém prostiedi je povazovan za uhlik huminovych
kyselin (Cuk), uhlik v extraktu po filtraci HK za uhlik fulvokyselin Crx. Uhlik, ktery neptesel
do extraktu je pak stanoven vypoctem Corg — (Cuk + Crk) a oznacen jako Cus.rp (Carbon of
Humic Substances — Recalcitrant Pool).

Vysledky z této metody frakcionace byly pouzity 1 pro vypocet standardnich ukazatelti
kvality POH tedy poméru HK:FK a stupn€ humifikace Sy (tabulka 3). Tabulka 2 pak pro lepsi
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piehlednost uvadi znaceni a zakladni podminky izolace jednotlivych frakci u vSech cCtyf

metod.

Tabulka 2. Piehled znaceni frakei a jejich hlavni kritéria stanoveni

Frakcionace POH oxidaci na mokré cesté

Reference: Chan et al., 2001

Reference: Tirol-Padre a Ladha, 2004

Ofnaéeni Kritérium stanoveni Oznaceni Kritérium stanoveni
rakce frakce
0,167 KoCr207+ 98 % H2SO4 neutralni 0,033 M KMnO4
F1 . CpM-1n
v poméru 1:0,5 podobu 1 h
0,167 K2Cr207+ 98 % H2SO4 neutralni 0,033 M KMnOg4
F2 .4 CpMm-24n
v pom¢éru 1:1 po dobu 24 h
+98° i /
o 0,167 Iv(zCr'zO7 98 % H2SO4 Corirp Neoxidovatelny zbytek
v poméru 1:2
F4 Neoxidovatelny zbytek

Frakcionace POH kyselou hydrolyzou Frakcionace POH alkalickou extrakei

Reference: Shirato a Yokozawa, 2006 Reference: Stevenson, 1994

Ofnaéeni Kritérium stanoveni Oznaceni Kritérium stanoveni
rakce frakce
LP1  2,5M H2SOs4 po 30 min. pti 105 °C Cra 0,1 M NaOH + 0,1 M Na4P,0O7
LP2 13 M H2SO04 po 24 h pii 20°C, poté C 0,1 M NaOH + 0,1 M Na4P,0O7
1 M H2S04 po 3 h pii 105 °C HA " srazeno HaSO4 pii pH < 2
RP Nehydrolyzovany zbytek Cusrr  Neextrahovatelny zbytek
4.4 Statistika

Korelaéni koeficienty, jejich hladina vyznamnosti, testovani rozdilnosti velikosti frakci
(dvojstranny neparovy t-test, véetné hodnoceni rozptylu F-testem) byly pocitany v aplikaci
MS Excel 2010.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro splnéni cilti prace bylo odebrano celkem Sest vzorkd z humusovych horizonti pid
Sumavy tak, aby byly charakterizovany rtizné stupné a podminky pfemén jejich ptidni
organické hmoty. Zhruba lze fici, ze vzorky ¢. 1 — 3 prosly vice vyvojem anhydrogennim,
vzorky €. 4 — 6 lze oznacit za pfevazné hydrogenni a jejich souhrnnou charakteristiku uvadi
tabulka 1. Z hodnot jednotlivych parametri je patrnd znac¢na riznorodost odbérnych mist

zejména v obsahu a "kvalité" POH (tabulka 3), coz byl i zdmér prace.

Tabulka 3. Ukazatelé pudniho uhliku (Corg, Cox, Chws, Cem @ BSK21 v mg C/g; Su v %)
Vzorek horizont Coqg Cox Chmws Csm BSK: HK:FK Su

1 Hh 177,3 1256 548 10,83 6,38 1,17 44,6
Hr 56,5 43,6 293 453 299 0,34 56,5
Hh 2474 1832 11,60 3,00 8,12 090 38,2
of 4629 374,77 17,94 11,87 13,83 1,12 11,5
Hh 939 72,1 6,92 17,19 529 0,89 46,7
of 175,5 1442 1532 7,06 9,95 1,02 40,9
CMk 18,6 152 0,63 0,48 0,88 1,32 38,8

N N R W

Rozdily hodnot stanoveni celkového uhliku Corg a uhliku oxidovatelného mokrou cestou
Cox potvrzuji vSeobecné znamou skutecnost (Bisutti et al., 2004), Ze oxidace pudniho uhliku
na mokré cesté ma nizsi vytéznost nez piimé spéleni, a z hodnot jednotlivych vzorkt je déle
mozno usoudit, Ze ucinnost mokré oxidace u nasich vzorkl dale klesa se zvySujicim se
obsahem uhliku ve vzorku (tabulka 3). Obsahy horkovodorozpustného uhliku Chws
charakterizujici predevsim tzv. labilni podil POH jsou pfiblizn€¢ o fad vyssi, neZ lze b&ézné
nalézt v humusovych horizontech ornych piid, a imérné v primeéru 1 o fad vys§im obsahiim
Corg u vé€tSiny odebranych vzorkl, coZ znamend, Ze tvoii cca 4 — 8 % z Corg. PfedbéZné
hodnoceni kvality POH odebranych vzorkli pomoci dosud nej€astéji pouzivanych kritérii,
tedy poméru HK:FK, stupné¢ humifikace Sy a barevného kvocient Q4/6 (ktery ale nebyl
stanoven), je pon¢kud rozporuplné a podporuje upozornéni Horacka (1995), ze z téchto tii
vyse uvedenych nejbéznéjSich kritérii je nutno pouzit vzdy nejméné dvé pro objektivnéjsi
posouzeni kvality POH. Pomérné piekvapivé jsou vysoké hodnoty poméru HK:FK u vSech
vzorki s vyjimkou rezidualniho moru (vz. €. 2), nebot’ teoreticky, i vzhledem k nizkému pH,

by zde mély ve skladbé humusovych kyselin pfevazovat fulvokyseliny. Tato skutenost by
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zédala bliz§i ovefeni piesahujici ramec této prace. Je mozno vSak zminit, ze k podobnym
zjisténim dosli 1 jini autofi (Mensik, 2010). Rovnéz stupent humifikace u vétSiny vzorkl
s pomérem HK:FK nekoresponduje, nejvice u vzorku €. 4 fibrického moru (relativné vysoky
pomér HK:FK a velmi nizky Su). Tento vzorek je vSak vyjimecny i pro cely soubor
zkoumanych piid svym viibec nejvyssim obsahem celkového uhliku, podstatné prevysujicim
obsah Core u ostatnich vzorkl - jde o vzorek vyslovené organogenni. Naopak vysoky stupeit

humifikace a k tomu neadekvatné nizky pomér HK:FK vykazuje rezidualni mor (vz. ¢. 2), kde

cvwr

slozky, tvofené pievazné zrnitostni kategorii pisku (tabulka 1).
Vysledky ostatnich stanovenych parametrt, resp. ukazatel, budou komentovany az dale,
nebot’ prace je vice zaméfena na jejich porovnani s jednotlivymi frakcemi POH, ziskanymi

Ctyfmi frakciona¢nimi postupy.

5.1 Vysledky frakcionace POH humusovych horizontd pad Sumavy

Velikostni zastoupeni vSech frakcionovanych slozek uvadi tabulka 4, velikost je

vzdy uvedena jako procento z obsahu celkového uhliku Corg. Vzorky 1 — 3 ptedstavuji

Tabulka 4. Procentické zastoupeni jednotlivych frakei ze ¢tyi metod frakcionace POH
a statistické zhodnoceni vyznamnosti rozdilu mezi skupinou anhydrogennich
(vz. 1 -3) a hydrogennich (vz. 4 — 6) horizonti. (Corz = 100 %; n = 4; hodnota
T-testu uvadi hladinu vyznamnosti o pro rozdilnost priméra vzorkii 1 —3 a 4 —6).

vzorek
Frakce 1 2 3 4 5 6 7 T-test
F1 43,42 46,77 44,40 54,85 48,43 55,75 43,08 0,055
F2 22,92 17,13 19,08 19,56 20,86 21,52 19,35 0,644
F3 6.94 9,23 4,76 3,09 5,27 1,35 2,04 0,096
F4 26,71 26,87 31,76 22,29 25,44 21,38 35,54 0,063
CpM-1n 8,07 10,80 8,83 11,74 13,35 11,94 5,54 0,040
Cemo4n 15,06 17,43 17,05 16,27 14,37 17,26 10,01 0,653
Cemrp 76,87 71,76 74,13 71,99 72,28 70,80 84,45 0,218
LP1 32,40 34,70 24,70 7,95 4,33 9,27 7,93 0,006
LP2 27,67 23,73 20,84 14,63 13,82 9,37 18,33 0,012
RP 39,94 41,57 54,46 79,40 81,85 81,35 73,37 0,014
Cra 20,56 42,18 20,09 5,43 24,78 20,21 16,72 0,386
Cha 24,03 14,34 18,12 6,08 21,94 20,64 22,05 0,846
Chs-rp 55,41 43,48 61,79 88,50 53,28 59,15 61,23 0,455
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anhydrogenni horizonty Sumavskych pud, cisla 4 — 6 reprezentuji hydrogenni horizonty,
Cislem 7 je oznaCena referencni Cernozem karbondtova. Toto oznaceni ziistdva platné pro

vSechny nasledujici tabulky a grafy.

Frakcionace POH oxidaci podle Chana et al. (2001)
Oxidacnim postupem dle Chana et al. (2001) byly =ziskany celkem C¢Ctyfi frakce

odstupniované dle intenzity oxidace od nejlabilnéjsi F1 po neoxidovatelny zbytek F4.

Graf 1a. Procentické zastoupeni frakci prfi oxidaci dichromanem draselnym podle
Chana et al., 2001 (chybovymi tiseckami vyznacena smérodatna odchylka, n = 4)
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Z grafu la je patrné, Ze nejvyssi podil z Corg tvoii frakce F1. To znamena, Ze jiZ mirnéjsi
oxidaci dichromanem draselnym v prosttedi kyseliny sirové je oxidovana podstatna ¢ast POH
(v priméru téméf polovina) veetné kontrolni ¢ernozemé karbonétové. Je mozno si v§imnout,
ze z celého souboru byl nejvyssi podil POH zoxidovén ve skupiné hydrogenniho humusu (viz
dale graf3), ale zaroven oxidované procento C neni pftili§ zavislé na celkovém obsahu Corg
(korela¢ni koeficient r = 0,440; tabulka 6), avSak ¢astecné koresponduje s obsahy Chws a Cpwm.
Primérnd velikost frakce F1 je ve skupin€¢ hydrogennich ptid vyssi, nez ve skupiné POH

anhydrogennich vzorka (a = 0,055; tabulka 4). Nelze ale jiz nalézt vztah napt. s vyménnou
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sorpcni kationtovou kapacitou T (r = 0,284; tabulka 7), ani s dal§imi stanovenymi
charakteristikami vzorkd. Frakei F1 je tak v tomto pfipadé mozno povazovat za "labilni" ¢ast
POH. Dalsim diivodem pro to je, ze u vSech horizonti je podil F1 vyssi nez v ¢ernozemi, kde
se predpoklada vyssi stabilita POH.

Vyssi koncentrace kyseliny sirové véetné vyssi teploty oxidace ji vyvolané u frakce F2
zvySuje mnozstvi uhliku oproti frakci F1 o cca 20 % z Corg. U jednotlivych vzorkid nelze
nalézt statisticky vyznamny rozdil v tomto pfirtstku zoxidovaného uhliku a rozdil nelze
nalézt ani mezi skupinami vzorkli hydrogenni a anhydrogenni povahy POH (tabulka 4).
Jediny zavér, ktery lze z této skuteCnosti ucinit je ten, Ze timto zplisobem se oxiduje, resp.
dooxidovava podobnd, relativné stala (stabilni) skupina organickych latek. Tento zavér
podporuje i prace Majumdera et al. (2008), ktery rovnou navrhuje sumarizaci frakci F1 + F2
do jedné souhrnné frakce labilni POH.

Dalsi zvyseni koncentrace kyseliny sirové pro frakci F3 ma za nasledek jiz jen nepatrné
zvySeni zoxidovaného pfiristku POH. Tento pfirastek je v priméru niz§i u hydrogenni
skupiny pad, ale celkové se hodnoty téchto pfirtstkii vyznacuji velkym rozptylem
stanovenych hodnot, statisticky jen omezené vyuzitelnych.

Podil nezoxidované frakce F4 ¢ini v priméru 24 % z Co. To znamend, Ze uvedenym
postupem oxidace nedosdhneme ani pfi nejvyssi koncentraci kyseliny sirové, a tedy i teploté
oxidace, uplného ,spaleni“ oxidovatelného uhliku POH, a dokonce se ani zdaleka
nepiiblizime hodnotdm dosaZenym pfii ,klasickém® stanoveni Cox v plidnich vzorcich na
mokré cesté (Bisutti et al., 2004). Presto lze frakci F4 povaZovat za velmi stabilni latky patrné
vysokomolekularniho charakteru (nebo Ize uvazovat i o ¢aste¢né karbonizaci), jejichz podil je
v priméru o néco nizsi (prikazné na hladin€ vyznamnosti o = 0,1) ve vzorcich hydrogennich
horizontl oproti anhydrogennim. Nejvyssi zastoupeni F4 je opét u kontrolni ¢ernozemé (35,6
%), kde vSak lze tuto ,stabilitu” ocekavat. Ve srovnani sjinymi oxidacnimi Cinidly je
procento nezoxidovaného uhliku zhruba odpovidajici frakei rezistentni vic¢i oxidaci NaClO
(Jagadamma et al., 2010 uvadé&ji tuto hodnotu u ornych piid v rozmezi 38 — 50 % z Corg).

Z hlediska porovnani s ostatnimi tfemi frakciona¢nimi postupy je z primérného zastoupeni
jednotlivych frakei (graf 2, tabulka 4) patrné, ze podily frakei na celkovém uhliku se od
ostatnich tii pouzitych postupii vyrazné lisi, jsou vsak pro tuto metodu charakteristicke, jak

ukazal detailné&jsi rozbor Partykyové a Hamkala (2011).
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Frakcionace POH oxidaci podle Tirol-Padreho a Ladhy (2004)

Jiz pfi zbézném pohledu na vysledky frakcionace oxidaci manganistanem draselnym
(graf 1b) je ziejmé, Ze tato metoda je jak co do ucinku oxidace, tak i do rozliSeni jednotlivych
vzorkli nejméné ucinna. Pii nejmirnéjsi oxidaci (frakce Cpm-1n) je zoxidovana v primeéru
pouze desetina z celkového uhliku Corg. Jedna se o ,,nejlabilngjsi* podil POH, ktery je opét u
vzorkli hydrogenniho ptivodu POH vyssi (prikazné na hladiné vyznamnosti @ = 0,05) nez u

v

cernozeme.

Graf 1b. Procentické zastoupeni frakci pri oxidace manganistanem draselnym podle
Tirol-Padreho a Ladhy, 2004 (chybovymi useCkami vyznacend smérodatna
odchylka, n = 4)
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Primérné obsahy druhé, méné labilni frakce Cpm-24n, dosahuji okolo 15 % z celkového
Corg, a nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou hydrogennich a
anhydrogennich horizontdi. Ze se jedna o latky ne zcela stabilniho charakteru, doklada jejich

Nezoxidovany zbytek Cpm-rp je u této metody cca 75 % z celkového Core, kdy od praméru
souboru se mirn€ 1i8i vy$Sim obsahem této frakce drnovy mor (vz. ¢. 1) a také, i1 kdyz

mnohem vyrazné&ji, ale podle pfedpokladu, 1 obsah Cpm-rp v kontrolni ¢ernozemi. Lze fici, Ze
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tato metoda je ze vSech Ctyf pouzitych nejvice uniformni, nerozliSuje ptili§ mezi ptiivodem
POH, vytézky labilnich frakci POH jsou nizké (zejména Cpm-1n) a obecné ji tedy pro

charakterizaci POH nelze doporucit.

Frakcionace POH kyselou hydrolyzou podle Shirata a Yokozawy (2006)

Metoda kyselé hydrolyzy (graf 1c) naopak jednotlivé vzorky humusovych horizonti pid
Sumavy a zvlastd skupiny hydrogenniho a anhydrogenniho vyvoje vyrazné odliuje.
Vyznamny (statisticky prikazny na hladin€é a = 0,005) rozdil vykazuje nejlabilnéjsi
frakce LP 1 v porovnani obou skupin ptid, kdy obsahy této frakce u hydrogennich horizontii

cv v

Tvwr

LP 1 v celém zkoumaném souboru, ale vibec nejnizsi stanoveny ,labilni“ uhlik vibec.
Statisticky vyznamny rozdil (opét a = 0,005) je i mezi hydrogenni skupinou humusovych
horizontt (12,6 % z Corg) a skupinou anhydrogenni (24,1 % z Corg ) 1 u stfedné stabilni frakce
LP 2, blizici se hodnotdm dosazenych u oxidace dichromanem draselnym (F2). Nejvice frakce

LP 2 obsahuje drnovy mor (vz. €. 1), nejméné naopak fibricky mor (vz. €. 6).

Graf 1c. Procentické zastoupeni frakci pri kyselé hydrolyze podle Shirata a Yokozawy,
2006 (chybovymi useCkami vyznacend smérodatna odchylka, n = 4)
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Podily LP 2 u anhydrogennich horizontl jsou sice jak vySe uvedeno srovnatelné s podily
F2, ale tyto podily jsou u hydrogennich horizontl jiz nesrovnatelné a navic relativné dosti
zcela odlisné skupiny organickych latek jak plivodem, tak patrné i1 slozenim. Pro toto
konstatovani by vSak byla nutna analytickd identifikacni studie, ktera vSak velmi piesahuje
ramec této prace. VysSe uvedené konstatovani potvrzuji i hodnoty podilu zbytkového
nezhydrolyzovaného uhliku RP, které jsou sice ve skupiné anhydrogennich horizonti
relativné nizké (tedy z pohledu rozliseni frakci POH vyhovujici), ale ve skupiné hydrogennich
horizontl jsou rozdily frakce RP vysoké (cca 80 % z Corg) a tedy z pohledu charakterizace
POH nevyhovujici. Protoze podobna situace je i u kontrolni ¢ernozemé, nelze metodu kyselé
hydrolyzy podobné jako oxidaci manganistanem draselnym doporucit pro bézné piidy, a pro

organogenni pudy jedin€ az po leps$i charakterizaci ziskanych frakei.

Frakcionace POH , klasickou” alkalickou extrakci

Tato klasicka metoda doposud nejcastéji pouzivanad pro charakteristiku POH zejména ve
smyslu posouzeni jeji kvality (Kubat et al., 2008) rozdéluje organické slouceniny v piadé
rovnéz na tii frakce a to na uhlik fulvokyselin (Crk), uhlik huminovych kyselin (Cuk) a
neextrahovany zbytek Cus-rp VEtSinou oznacovany jako uhlik humint. Vysledky alkalické
extrakce uvadi graf 1d. Obsah nejlabilngjsi slozky Crx je srovnatelny s obsahem LP 1 u
kysel¢ hydrolyzy, ale pouze v celkovém priméru (graf2). Ve skupiné¢ hydrogennich
horizontl je podil Crk sice vyssi nez frakce LP 1, ale u anhydrogennich ptd je tomu pfesné
naopak (LP 1 pfevazuje nad Crk) (graf 3). Naprosto atypicky se chova fibricky mor (vz. €. 4),
kde kromé nizkého podilu Crk je nizky i podil Cuk. Patrné i zde by bylo mozno hledat
souvislost s nejvys§im obsahem Cog ze vSech vzorkl. Jednoznaéné nejvyS$i obsah
sledovaného souboru znamena 1 nejnizsi pomér HK:FK (= 0,34). V podstaté tak jako jediné
odbérné misto napliuje teoretickou predstavu vlastnosti typickych pro lesni humusové
horizonty pod jehli¢nany (Némecek et al., 2011). Procenticky podil druhé frakce, tedy Cux,
¢ini v priméru 15 % a je také srovnatelny s velikosti frakce LP 2 u kyselé hydrolyzy a
sledovanych horizontii vykazuje, jak uz je vySe uvedeno, fibricky mor (vz. ¢. 4) nasledovany

rezidualnim morem (vz. ¢. 2).
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Graf 1d. Prumérné zastoupeni frakci pri alkalické extrakci podle Stevensona, 1994
(chybovymi useCkami vyznacend smérodatna odchylka, n =4, vzorek 7 n = 2)
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Zdéanlivé ptekvapivym vysledkem u alkalické extrakce jsou vysoké podily
neextrahovatelného uhliku Cusrp z celkového uhliku Cog. V' piipadé nékterych
organogennich horizonti (drnovy mor 1, drtovy mor 3 a zejména fibricky mor 4) by bylo
mozno uvazovat o jistém stupni karbonizace, i kdyZz vysledky frakcionace kontrolni
cernozemé se v tomto pfipadé€ nijak zvlast vyrazné nelisSi. MoZno vSak dodat, Ze pifi plivodni
analyze této Cernozemé v Upraveé podle Horacka (1986), byl dosazen vyssi extrahovany podil
HK a FK (pfi vy$§im poméru HK:FK = 1,74 oproti soucasnym 1,32), ovSem za pouZiti
jemnégjsiho prosevu vzorku (< 0,25 mm) a nahrazeni filtrace centrifugaci. Tento postup by
patrn€ mohl podil neextrahovaného uhliku snizit. Malo zdGvodnitelnou skute¢nosti naopak
zustavaji vysoké poméry HK:FK u vSech organogennich horizonti Sumavskych pud s
vyjimkou rezidudlniho moru (vz. €. 2), ktery vSak nelze povazovat za pfili§ organogenni
(nizky obsah Corg). Proto ani postup klasické frakcionace POH alkalickou extrakci a poté
stanoveni frakci FK a HK spalovanim na mokré cesté nelze pro organogenni horizonty piili§
doporucit.

K zéavéru jisté srovnatelnosti vysledki podobnych si frakci ziskanych alkalickou extrakci,

kyselou hydrolyzou a oxidaci manganistanem draselnym bychom sice mohli dospét v pripadé
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jednoduchého zprimérovani podili jednotlivych frakei na celkovém obsahu Corg ze vSech
vzorki analyzovaného souboru (graf 2). A to za ptredpokladu, Ze napt. prvé extrahované nebo
zoxidované frakce (F1, ptip. F2, dale LP 1 a Crk) budeme povazovat za ,,labilni* slozku POH,
zatimco tfeti, resp. ¢tvrtou, zbytkovou frakci (neextrahovatelné RP a Cus.rp, nezoxidovana

F4) za ,,stabilni* slozku POH.

Graf 2. Primérné zastoupeni frakci humusovych horizonti podle jednotlivych metod

frakcionace POH (chybovymi useCkami vyznacena smérodatna odchylka, n = 6)
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Avsak pfi rozdéleni souboru na skupinu hydrogennich a anhydrogennich horizontl se
ukazuje, ze raznymi zpusoby frakcionace jsou ziskany v kazdé skupin€¢ podobné mnozstevni
podily frakci, ale vzajemné odlisné pro hydrogenni resp. anhydrogenni charakter humusu

(graf 3).

Diskusi porovnani v praci pouZzitych postupll frakcionace POH lze uzaviit tak, Ze to, jaké
podily zCog budou jak kvantitativné, tak kvalitativné vydéleny, resp. vyextrahovany,
zoxidovany nebo hydrolyzovéany, zalezi jednak na pouzité separacni metod¢ a jednak na
pluvodu resp. sloZeni zkoumané POH. Zarovein nelze najit uspokojivou shodu mezi pouzitymi
metodami frakcionace, resp. mezi ziskanymi nebo zoxidovanymi (hydrolyzovanymi) podily
jednotlivych frakei a nelze tedy dosti dobfe rozhodnout o shodném nebo alespont piibuzném

charakteru rozdélovanych organickych latek. Zde by samoziejmé velmi pomohla identifikace
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jednotlivych organickych sloucenin, o kterou se nékteti autoti (Piccolo, 2002; Jagadamma et
al., 2010; Rovira et al.,, 2012) v posledni dob¢ snazi. U oxidac¢nich metod je vSak tato
identifikace (alespon prozatim) technicky témét vyloucena a u ostatnich zptisobt (hydrolyza,
extrakce) je komplikovana napf. naruSenim pivodnich vazeb na minerédlni slozku pudy i

porusenim nékterych vazeb ve vlastnich organickych latkach (Horacek, 1995)

Graf3. Prumérna velikost frakeci POH anhydrogennich (vzorky 1-3) a
hydrogennich (vzorky 4 — 6) horizonti Sumavskych pid
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Vzdjemné vztahy mezi ziskanymi frakcemi POH

Vyse uvedené zavéry podporuje i provedend vzajemnd korelace mezi ziskanymi frakcemi
u pouzitych metod deleni POH (tabulka 5). I kdyz se vtéto praci jedna o statistické
vyhodnoceni malého souboru vzorki a zjisténé korelacni vztahy by tfeba v piipadé
rozsahlejSiho vyzkumu nebyly tak markantni, podafilo se nalézt fadu zajimavych spojeni.
V prvni tfadé je tieba také upozornit, Ze byly zkoumdny korelace vSech frakci navzajem a
tudiz vysoké negativni koeficienty mezi prvymi extrahovanymi, oxidovanymi nebo
hydrolyzovanymi  frakcemi a podily neextrahovatelnymi, neoxidovatelnymi a
nehydrolyzovatelnymi u tychz metod lze z logického hlediska ocekavat; jsou spiSe kontrolou
konzistence pouzité metody a nebudou tedy vice diskutovany. Déle vSak byly nalezeny vztahy

pon¢kud piekvapivé oproti ocekavanim (napf. mezi lehce oxidovatelnou frakci F1 a
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Tabulka 5. Vzajemné korelacni koeficienty frakci (hodnoceni statistické vyznamnosti: *** o < 0,005; ** 0,005 < o <0,05; * 0,05 <a <0,1).

€9

Frakce Cusre Cua Cra RP LP2 LP1 Cremre CpM-24n Cem-1n F4 F3 F2 F1
F1 0,550 -0,470 - 0,448 0,806** -0,860** -0,738*%* | -0,771*%* 0,252 0,688* | -0,871**  -0,756%* 0,030 1
F2 0,081 0,621%* - 0,447 0,190 -0,092 -0,248 0,462 -0,598 -0,129 -0,298 -0,384 1
F3 -0,627* 0,118 0,741%* | -0,810%* 0,824%*  (,775%* 0,386 - 0,098 - 0,362 0,533 1
F4 -0,371 0,254 0,336 -0,641%* 0,651%* 0,604 0,549 0,045 -0,631%* 1

CpM-1h 0,117 -0,229 - 0,024 0,815%* -0,807** -0,799** | -0,823 -0,152 1

Cpm-24n -0,003 - 0,398 0,224 -0,166 -0,078 0,292 -0,437 1

CpM-rp -0,104 0,437 -0,107 - 0,646* 0,780** 0,559 1
LP1 -0,511 0,165 0,566 - 0,99 *** 0,911%** 1
LP2 -0,373 0,176 0,382 - 0,957*%* 1
RP 0,503 - 0,205 -0,534 1
Cra -0,913** 0,315 1
CHa -0,675* 1
Cusre 1




vvvvvv

soucasné¢ho paradigmatu, kdy huminova frakce je povazovana za inertni. Do hodnoceni se
promitad také vyrazngjsi rozdilnost metody oxidace dichromanem draselnym (Chan et al.,
2001), jejimz uéinkiim podlehla znaéna cast Corg (obsahy frakce F4 jsou pouze 26 %
v pruméru Sesti vzorkil), oproti ostatnim tfem postupim, u kterych pievazuji slozky
rezistentni (RP, Cus.rp Cpm-rp > 50 % z Corg v pruméru, graf 2)

Hlavnim znakem charakterizujicim vztahy mezi frakciona¢nimi postupy je velka rozdilnost
mezi dynamikou oxidace a kyselé¢ hydrolyzy. Z tabulky 5 vyplyva siln¢ antagonisticky vztah
mezi ,,labilnimi* frakcemi z hlediska oxidace a ,,labilnimi*“ podily po kyselé¢ hydrolyze, coz
dokladaji nalezené korela¢ni koeficienty pro F1 a LP 1 (r = — 0,738), ¢i dokonce F1 a LP 2
(r=-0,860). Trend vztahu potvrzuji i ,stabilni frakce ztéchto stanoveni F4 a RP
(r=—-0,641). I bez moZnosti ptesné identifikace latek podléhajicich hydrolyze nebo oxidaci je
jasné, ze u€inklim obéma metod podléha rozdilné spektrum latek.

Kromé nedostatku praci, které aplikuji alespon dvé frakciona¢ni metody na stejny soubor
vzorki, brani moznosti lepsiho srovnani s vysledky ostatnich autorii i pouzivani odlisnych
¢inidel nebo jinych pid. Piesto byly zjiStény nékteré korelace podobné s udaji dalSich autori.
Napt. vySe uvedeny vztah mezi frakci F4 (neoxidovatelny Corg dichromanem draselnym) a
frakci RP (nehydrolyzovatelny Cog) vySel podobny Paulovi et al. (2008) mezi
neoxidovatelnym zbytkem (ale v pfipad¢€ uvedenych autorti pii oxidaci chlornanem sodnym)
a nehydrolyzovanou ¢asti POH (hydrolyza 6M HCI). Uvedenym autorim vysel i velmi tésny
vztah (r=-0,954) mezi neoxidovatelnym zbytkem (opét NaClO) a neextrahovatelnym
zbytkem po extrakci pyrofosfatem sodnym, zatimco v nasem pokusu byl obdobny vztah méné
tésny, statisticky nepriikazny (F4 a Cusrp, r = — 0,371), ovSem u uvedenych autort nebyl
pouzit jako v naSem piipadé smésny roztok pyrofosfatu sodného a NaOH, ale pouze samotny
roztok NasP207. Na druhé stran€ Zimmermann et al. (2007) nachazeji kladny vztah mezi
podilem ptdniho uhliku hydrolyzovatelnym pomoci HCI a frakei oxidovatelnou za pouziti
NaClO (r =-0,442), ale mezi obdobnymi frakcemi F1 a LP1 z této prace byl zjiStén korela¢ni
vztah opaény (r =—0,738).

Korelaéni koeficienty mezi frakcemi obou oxida¢nich metod odpovidaji svym trendem
oc¢ekavanim, tedy pozitivni korelace mezi ,labiln€jsimi*“ frakcemi F1 a Cpm.in @ mezi
neoxidovatelnymi F4 a Cpm-rp, avSak nejsou statisticky az tak vyznamné (r = 0,688 pro prvni
z uvedenych vztahii a pouze r=0,594 pro druhou korelaci, statistickd vyznamnost viz
tabulka 5). Mezi ,stiednimi®“ frakcemi F2, F3 a Cpmasn jsou vztahy velmi volné.

U manganistanové oxida¢ni metody podle Tirol-Padreho a Ladhy (2004) se neprojevila
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v podstaté zadna souvislost s metodou klasické alkalické extrakce, ale ve vztahu ke kyselé
hydrolyze velmi dobfe kopiruje silné negativni vztahy dichromanové oxidace
s kyselou hydrolyzou (r =— 0,799 pro Cpm-1n a LP 1; r =— 0,646 pro Cemrp a RP), jak jiz bylo
uvedeno vyse. To opét doklada jiz zminénou odliSnost oxida¢niho a hydrolytického ptistupu
k hodnoceni POH, pfi kterém tedy nelze zaménovat frakce izolované jako ,labilni“ bez
ohledu na uzitou metodu. Pii vybéru frakciona¢ni metody také nelze vzdy libovolné volit
mezi oxidaci na mokré cesté¢ a kyselou hydrolyzou. Pti porovnani obou oxidacnich metod
hovoii vySe uvedené skutecnosti opét ve prospéch metody oxidace dichromanem draselnym
z hlediska jeji vyssi citlivosti (absence vztahi u oxidace manganistanem draselnym
s alkalickou extrakct).

Kone¢né¢ srovnani metod kyselé hydrolyzy a alkalické extrakce naznacuje urcitou
podobnost vysledkil téchto dvou postupti, avSak korelace dosaZzené v nasem piipad¢ nejsou
statisticky priikazné, pouze indikuji trend (r = 0,566 pro vztah LP 1 a Cgk, resp. r = 0,503 pro
RP a Cusre). Metoda kyselé hydrolyzy pak také jevi nejveétsi vnitini konzistenci doloZenou
vysokymi zapornymi korelacemi mezi ,,labilnimi* frakcemi a neextrahovanym zbytkem RP
(r=-0,991proLP 1 ar=-0,957 pro LP 2).

Antagonisticky rozdil v chovani POH pfi oxidaci oproti extrakci a hydrolyze odrazeji 1
vzajemné korelace frakci F4 a Cus.rp (r =—0,371), resp. F4 a RP (r = - 0,641). Tyto nélezy je
mozno priifadit k trendu poslednich let, kdy jsou v odborné literatuie revidovany (Piccolo,
2002; Bruun et al., 2008) novymi poznatky a hlavné je revidovéana interpretace ,,klasickych*
ukazatelu ,,kvality POH vypoctenych po stanoveni frakci FK, HK a humint.

5.2 Vztahy frakci POH s vybranymi parametry POH

Ze samotného vyhodnoceni korela¢nich vztahii mezi frakcemi POH resp. Corg ziskanymi
z humusovych horizont razného ptivodu vybranych pid Sumavy jesté nelze nalézt
metodicky a prakticky vyuZitelny vztah. Proto byly provedeny dal$i dopliujici analyzy,
charakterizujici podrobnégji jejich pldni organickou hmotu a dalSi vybrané analyzy,
charakterizujici ptidu jako takovou.

Korela¢ni koeficienty procentualniho zastoupeni jednotlivych frakci u rlznych postupt
frakcionace s vybranymi charakteristikami POH jsou uvedeny v tabulce 6. Uvedené vztahy
se vyznacuji niZ8i mirou statistické prikaznosti neZ u vzajemnych vztaht frakei, s vyjimkou
alkalické extrakce. Statisticky vyznamné vztahy se podafilo nalézt predev§im u vztahu frakeci

s horkovodorozpustnym uhlikem Chws, resp. respiraénim testem BSKo;.

65



Tabulka 6. Korelacni koeficienty jednotlivych frakci POH s ukazateli celkového,
aktivniho a mikrobialniho uhliku (hodnoceni statistické¢ vyznamnosti:
¥k o0 <0,005; **0,005<a<0,05 *0,05<a<0,])

Ukazatel pudniho C
Frakce Corg Cox Chws Cem BSK2:
F1 0,440 0,500 0,762%* 0,192 0,685%*
F2 0,038 0,018 0,125 0,495 0,203
F3 - 0,550 -0,573 -0,908**  -0,139 - 0,815%*
F4 - 0,248 - 0,306 - 0,477 - 0,442 - 0,483
Cpmin - - 0,057 0,007 0,252 0,536 0,130
Crm-24n 0,082 0,100 0,258 - 0,887** 0,136
Cpm-rp 0,005 - 0,064 -0,378 0,023 - 0,196
LP1 -0,352 - 0,393 - 0,652* - 0,606 - 0,564
LP2 - 0,230 - 0,283 -0,687* - 0,289 - 0,524
RP 0,348 0,394 0,694* 0,511 0,585
Cra -0,886**  -0,879**  -0,829** -0,331 -0,917%*
Cua -0,682* -0,712* - 0,488 0,115 - 0,540
Cus-rp 0,982%** 0,989% 0,855%* 0,208 0,94 5%**

Nejlepsi korelace suvedenymi ukazateli dosdhla metoda frakcionace s vyuzitim
zvySujiciho se oxida¢niho uc¢inku dichromanu draselného (frakce F1 maé nejvyssi kladny
korelacni koeficient s Chws a BSK21 z ,labilnich® frakci), coz odpovida teoretickému
pfedpokladu a v porovnédni s ostatnimi metodami frakcionace, zvlasté¢ s druhou oxidaéni
frakce (F1) s Cgm, kterd je naopak nejvySsi u frakce F2. To by mohlo znamenat, ze
mikroedafonem jsou vyuZivany jiné skupiny organickych latek, nepatfici k uplné
nejlabilngjsimu podilu POH, nebo by to téZ mohlo souviset 1 s jevem, ktery byl na naSem
pracoviSti zjiStén 1 pii jiné ptileZitosti (Horacek et al. 2007), kdy totiz i menS$i masa
(hmotnost) mikroorganismii muze produkovat vétsi mnozstvi oxidu uhli¢itého, resp.
spotiebovavat vice kysliku, nez jiné vétsi mnozstvi mikroorganismt odlisného slozeni. Také
je nutno dodat, ze stanovené mnozstvi biomasy mikroorganismi vykazuje nejvyssi rozptyl
vysledki ze vSech provadénych testl a jeho spolehlivost je tedy nizsi.

Frakce F3 se svymi vysokymi zapornymi korela¢nimi koeficienty ve vztahu k vybranym
ukazatelim POH se vyd¢€luje jako frakce ,,stabilni (opét dokladd opravnénost nézoru
Majumdera et al., 2008, k sumarizaci F3 + F4). Nalezené vztahy jsou dokonce vyraznéjsi nez

pro frakci F4. Vys$si hodnoty zapornych korelaci s ukazateli aktivniho uhliku (Chws, Cam a
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BSK2>1), nez s celkovym uhlikem (Corg @ Cox) pak potvrzuji, Ze se jednd o frakci mikrobialné
neaktivni, resp. pro mikroorganismy nedostupnou.

U druhé zkouSené metody (oxidace pomoci KMnOs4) byly nalezeny jen velmi slabé ¢i
téméei zadné vztahy k vybranym ukazatelim POH. Vyjimku tvoii pouze nejlabilngjsi frakce
Cpm-1n a to pouze ve vztahu k mnozstvi biomasy mikroorganismt (r = 0,536). Druha ziskana
frakce Cpm24n  ma naopak k Cpm vyrazné zaporny vztah (r=-0,887), coz vzhledem
k relativné nizkym hodnotam ostatnich korelaci nelze dosti dobtfe vysvétlit. Také vztahy
zbytkové frakce Cpm-rp se stanovenymi charakteristikami POH nejdou objektivné hodnotit a
pozorovat vnich néjaky vyznamnéjsi vzajemny vztah. Tato konstatovani potvrzuji
nevhodnost pouziti této mirné oxidacni frakcionacni metody pro néjakou charakterizaci POH.

Metoda kyselé hydrolyzy dle Shirata a Yokozawy (2006) vykazala ptekvapivé vysledky.
Oproti ocekavani jsou vztahy ,labilnich* frakci LP 1 a LP 2 sukazateli aktivniho uhliku
zéporné. K podobnym, 1 kdyz méné prikaznym zjisténim vSak dospéli 1 Rovira et al. (2010),
kterym korelace LP 2 a uhliku respirovaného po 45 dnech vysla r =— 0,295, zatimco v nasem
ptipadé obdobny vztah LP 2 a BSK»; byl dokonce r = — 0,524. Interpretace téchto vysledku se
hydrolytické §tépeni, coZ podporuji i nekteré novéjsi prace (Jagadamma et al., 2010).

U alkalicky neextrahovatelné frakce Cus-rp (tedy huminti) bychom ocekévali vysokou miru
korelace s Corg, resp. s Cox, kterd byla skute¢né¢ nalezena, nebot’ huminy jsou povazovany za
velmi stabilni sloZzku POH nepodléhajici vyraznym zménam v Case (Stevenson, 1994). O néco
nizsi, avSak stale velmi vysok4 mira korelace s ukazateli ,,labilni* POH (Chws, BSK21) je vSak
velice piekvapiva a lze ji jen t&Zko zdivodnit bez moznosti dalsi identifikace latek. Céstené
vysvétleni téchto vysokych cCisel bychom mohli hledat v mozné zéavislosti na celkovém
obsahu organického uhliku, ktery tyto ,labilni* frakce do jisté miry odrdzi (viz tabulka 3).
DalSim divodem by mohl byt samotny charakter vzorkti, nebot’ pokud by byla zatfazena do
korelacnich vztaht i referencni Cernozem, poklesly by vypoctené korelacni koeficienty frakce
Cus-rp s ukazateli padniho uhliku z r=0,982 na r = 0,857 pro Corg, z1 = 0,854 na r = 0,699
pro Chws a z1r = 0,945 nar = 0,741 pro BSK»1. Vyjimku pfedstavuje opét mikrobidlni biomasa,
kde jsou vztahy v pfipadé alkalické extrakce zcela nevyrazné.

Opacného trendu, tedy zaporné korelace s ukazateli pidniho uhliku, a to opét s vyraznou
statistickou prikaznosti, dosahuje frakce huminovych kyselin (Cuk), frakce fulvokyselin
(Crk) vykazuje stejné orientovanou korelaci, avSak jiz slabsi. To potvrzuje jiz v piedchozi
casti diskuze naznacenou skutecnost, ze extrakéni a hydrolyticky ptistup k hodnoceni POH

poskytuje vysledky vyrazné odlisné od metod oxidacnich a podporuje to také nedavné
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domnénky (Piccolo, 2002), ze vlastnosti obou skupin alkalicky extrahovanych latek (FK a
HK) si jsou podobnéjsi, nez se diive ptredpokladalo, a zaroven je charakter huminovych
kyselin blizsi fulvokyselindm nezli humintim.

Z uvedenych vysledkli vyplyva, Ze stabilitu POH nejlépe charakterizovala oxidace
dichromanem draselnym diky jednoznacné spojitosti labilnich frakci s ukazateli pidniho
uhliku. Velmi citlivou se ukézaly jak klasickd metoda alkalické extrakce, tak kysela
hydrolyza, ale u obou nastavd problém v nejednoznacné interpretaci zjisténych vysledkd.
V ramci této prace neni mozné spolehlivé rozhodnout, zda se v piipadé téchto metod jedna
o vliv zpisobeny vybérem netypického souboru vzorkl, nebo by se tato jejich vlastnost
projevila i u béznych zéastupct ornych pid. Zaroven je mozno konstatovat, ze mnozstvi
biomasy mikroorganismt se jako charakterizujici parametr pro podobnou POH, resp. pro
podobny typ humusovych horizontd, jaké byly pouzity v této praci, ukdzalo z vybranych

parametrd jako nejméné vhodné.

5.3 Hodnoceni korelaénich vztaht mezi frakcemi POH a ostatnimi vybranymi
pudnimi viastnostmi

Hodnoceni korelacnich vztahli mezi ziskanymi frakcemi POH a ostatnimi vybranymi
pudnimi ukazateli (tabulka 7) je v nasem ptipadé dosti obtizné, zejména proto, Ze se nejednd o
humusové horizonty béznych pid, a také z divodl uvedenych jiz vyse. Co se tyka fyzikalnich
parametrd, nelze zde prakticky hodnotit vztahy k zrnitosti a idaje o objemové hmotnosti
redukované O: pouze odrazeji korelace s Corg (samoziejmé€ s opacnym znaménkem) a
nebudou tudiz déle diskutovany; ve vysledcich jsou uvedeny z diivodi jejich Giplnosti.

Pfi hodnoceni stanovenych frakci POH v souvislosti s chemickymi ukazateli by se dal
oc¢ekavat urity vztah k pidni reakci. Hodnoty korela¢nich koeficienti vyménného pH
s uvedenymi frakcemi jsou vSak az na malé vyjimky vesmés relativné nizké, a to patrné proto,
ze pH ve vzorcich vybranych humusovych horizontii s vyjimkou hydromoru (vzorek €. 5) je
vice mén¢ uniformni. Vys§i hodnoty kladnych korelacnich koeficientli aktivni i vyménné
pudni reakce u oxidace pomoci KMnOy4 s ,labilni* frakci Cpm-1n by naznacovaly, Ze jsou
v tomto podilu POH oxidovany spisSe kyselejsi organické slouceniny a naopak vyssi zdporné
hodnoty korelace u druhé frakce Cpm24n by naznacovaly oxidaci spiSe vice alkalickych
organickych sloucenin. Podobné Ize hodnotit i vztah frakce LP 1 s pldni reakci — jde o
pravdépodobnost vétSi  hydrolyzovatelnosti ,,alkali¢téjSich® organickych latek. Bez
identifikace jednotlivych sloucenin v uvedenych frakcich vSak nelze ani tuto tivahu brat za

objektivni nebo vice zobecnujici.
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Tabulka 7. Korelacni koeficienty frakci s vybranymi fyzikalnimi a chemickymi
pudnimi ukazateli uhliku (hodnoceni statistické vyznamnosti:

¥k o <0,005; **0,005<a0<0,05; *0,05<a<0,1)
ukazatel
Frakce
Or pHkci T
F1 - 0,491 -0,115 0,284
F2 - 0,464 0,228 0,016
F3 0,819%** 0,167 - 0,504
F4 0,347 - 0,083 - 0,050
Cem-in - 0,010 0,562 -0,272
Cpm24n 0,123 -0,804** 0,200
Cemrp - 0,062 - 0,049 0,133
LP1 0,569 -0,419 -0,180
LP2 0,440 - 0,181 - 0,097
RP -0,553 0,332 0,183
Cra 0,987*** (0,169 -0,835%*
CHa 0,264 0,366 - 0,597
Cusrp -0,881** -0,288 0,906**

Za ne zcela ocekavany lze povazovat relativné slaby vztah vyménného pH k frakcim
humusovych kyselin, kdy tento vztah je dokonce slabsi k frakei fulvokyselin Cra, nez k frakci
kyselin huminovych Cua. Casteénym vysvétlenim je zde skladba humusovych latek, resp.
pomér HK:FK (viz vyse), kdy s vyjimkou rezidudlniho moru (vzorek ¢. 2) v odebraném
souboru mirné prevazuji v priméru pravé huminové kyseliny.

Nenaplnilo se ani ofekdvani ve vyznamnéjSim vztahu podilti ziskanych, zvlaste
,,labilnéjsich* frakci POH ke kationtové vyménné sorpcni kapacit¢ KVK (Kolaf et al., 2009),
charakterizované v tomto pfipadé¢ hodnotou T stanovenou dle Sandhofa. Zakladni pfi¢inou
bude patrné nejen velké (az tadové) kolisani hodnot T u jednotlivych vzorkl (viz tabulka 1),
ale také skuteCnost, Ze vzhledem k naprosto pievazujicim podilim neextrahovatelné,
nehydrolyzovatelné nebo neoxidovatelné POH vici ,Jlabilnim* frakcim témito postupy
vydélenymi, se mohou uplatiiovat i jiné sorpéni mechanismy. Korelacni koeficienty hodnoty
T se ziskanymi frakcemi jsou vétSinou nizké a lze je t€zko hodnotit. Vyjimku tvoii u metody
oxidace dichromanem draselnym frakce F3, kterd svou hodnotou korela¢niho koeficientu
(r=—0,504) potvrzuje svij ,,inertni* charakter, zminovany jiz diive.

Velmi vysoké hodnoty korelac¢nich koeficienti s hodnotou T vSak nachazime u klasické
alkalické extrakce. U frakci Cra a Cua jsou zaporné hodnoty téZko zdivodnitelné (snad

kromé vyse uvedeného) a lze fici, Ze neodpovidaji teoretickému predpokladu. U frakce Cus-rp

69



je mozno (kromé¢ také vysSe uvedeného zdivodnéni) se domnivat, ze zatimco v béznych
mineralnich pidach je tato frakce spojena organomineralnimi vazbami s ptidni matrici a proto

neextrahovatelna a inertni, v pfipadé humusovych horizontli zkoumanych v této praci je

Vv v

stabilizované POH, jak predpokladaji Solins et al. (2002).
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6. ZAVER

U vybranych vzorkii nadloznich humusovych horizontli piid Sumavy byla provedena
frakcionace jejich padni organické hmoty Ctyfmi vybranymi zpusoby frakcionacnich postupti.
Z dosazenych vysledku prace I1ze u€init nasledujici zavery.

Pfi oxidacnich postupech frakcionace se POH vybranych humusovych horizonti chova
jinak nez pfi hydrolyze — vysledky z obou metod nelze zaménovat, nebot’ maji antagonisticky
vztah.

Metodu oxidace manganistanem draselnym nelze k frakcionaci POH organogennich ptd
doporucit pro znac¢nou uniformitu, malé mnozstvi ziskanych labiln¢jSich frakci a nizkou
citlivost ve vztahu k vybranym stanovenym ukazatelim ptidniho uhliku téchto a podobnych
vzorki.

Hodnoceni POH pomoci klasické alkalické extrakce neni univerzalné pouZzitelné. Zvlaste
problematické se jevi pii aplikaci na siln¢ organogenni vzorky, vykazuje vSak nejtésnéjsi
vztahy se stanovenymi ukazateli ptidniho uhliku a s vyménnou kationtovou sorp¢ni kapacitou
odebranych vzorkd. Touto metodou neextrahovatelny podil v§ak nemusi byt vzdy inertni
pokud absentuji vazby na minerdlni matrici plidy a mize byt vyznamny 1 svou sorp¢ni
schopnosti.

Anhydrogenni a hydrogenni podminky tvorby a akumulace POH se projevily vyssi
oxidovatelnosti této ptidni organické hmoty pii souc¢asné vyssi mife jeji odolnosti viici kyselé
hydrolyze i alkalické extrakci. U vSech metod krom¢ alkalické extrakce bylo shledano
prikkazné rozliSeni mezi hydrogennim a anhydrogennim ptivodem frakci POH, nejvyssi pak
u kyselé hydrolyzy. Proto pifi vybéru metody pro charakterizaci organogenni POH je tieba
zohlednit 1 pedogeneticky vyvoj ptisluSného pliidniho profilu.

Frakcionace POH pomoci oxidace dichromanem draselnym se ukdzala jako vhodna
metoda ke stanoveni ,labilni* ¢asti POH, nebot frakce F1 a F2 pozitivné koreluji se
stanovenymi ukazateli pidniho uhliku odebranych vzorki.

Z parametrii charakterizujicich POH vybranych humusovych horizonti se ukazalo jako
nejméné vhodné stanoveni mnoZstvi biomasy mikroorganismd, které nemélo vyrazngjsi vztah
k zadné ziskané frakci POH ani u jedné z pouzitych metod frakcionace.

Dosazené vysledky jsou obtizné srovnatelné s vysledky jinych praci, a to kvili pouziti

odlisnych vzorkl pld a jinych modifikaci metod frakcionace ostatnimi autory.
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Ve znacné ¢asti vztaht mezi frakcemi POH stanovenymi jako ,,labilni“ nelze nalézt zddnou
tésnou vazbu. Z toho plyne, Ze pouzité metody nejsou konzistentni a jimi ziskané frakce POH
nelze dosti dobfe vzajemné porovnavat.

Pro hodnoceni resp. charakteristiku vybranych organogennich horizontl pad Sumavy
a patrn€ 1 pro jiné silné organogenni pudy nelze doporucit zadnou z metod pouzitych v této

praci.
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8. PRILOHY

Seznam poulZitych zkratek a znacek

POH
POM
LF

TC

IC

TOC
WEOC
HWEOC
DOC
KVK
TGA
DCB
SPT
FFF
HGMS
SPLITT
DGC

pudni organicka hmota

Particulate Organic Matter

Light Fraction, lehka frakce

Total Carbon, celkovy uhlik

Inorganic Carbon, anorganicky uhlik

Total Organic Carbon, celkovy organicky uhlik

Water Extractable Organic Carbon, vodorozpustny organicky uhlik

Hot Water Extractable Organic Carbon, horkovodorozpustny organicky uhlik
Dissolved Organic Carbon, rozpustny organicky uhlik

kationtova vyménna kapacita

Thermogravimetric Analysis, termogravimetricka analyza
Dithionite-Citrate-Bicarbona, smés dithionicitanu, citranu a hydrogenuhlicitanu
sodium polytungstate Nas(HoW12040)

Field Flow Fractionation

High-Gradient Magnetic Separation

Split Flow Thin Cell

Density Gradient Centrifugation
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Graf 4. Priimérné zastoupeni frakci POH (pudy 1 - 7).

a. Oxidace dichromanem draselnym b. Oxidace manganistanem draselnym
Primérné zastoupenifrakci F1 - F4 Primérné zastoupenifrakci Cp,
27% 10%
15%
48%
5%
75%
20%
arl F2 BF3 Wr4 OCPM-1h ECPM-24h ECPM-RP
c. Kysela hydrolyza d. Alkalicka extrakce
Primérné zastoupeni frakci kyselé hydrolyzy Pramérné zastoupenifrakci alkalické extrakce
17% 17%
15%
18%
65%
68%
OLP1 WLP2 MRP OCFA ECHA BECHS-RP
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I8

Tabulka 8. Souhrn vysledkii ze ¢tyf frakciona¢nich metod (podkladova data pro grafy 1 — 4; v % z Corg, = smérodatnd odchylka).

vzorek
Frakce o . o o
1 2 3 4 5 6 7 Prlu_n;er Prlu_n;er Pr;l_r;ler Pr::-rzer
F1  43,42+0,58 46,77 £11,45 44,40 +1,63 54,85 +1,80 48,43 +1,77 55,75 +1,64 43,08 £3,14 48,94 +4,78 48,10 +4,88 44,87 +1,41 53,01 £3,26
F2  2292+0,34 17,13 +9,69 19,08 £0,00 19,56 +1,43 20,86 +3,34 21,52 +0,67 19,35+3,00 20,18 £1,86 20,06 £1,74 19,71 £2,41 20,65 £0,82
F3 6,94 £0,24 9,23 £1,35 4,76 £2,70 3,09 +1,08 5,27+1,66 1,35+1,12 2,04 +1,83 5,11 42,54 4,67 +2,59 6,98 £1,83 3,23 +1,60
F4 26,71 +0,24 26,87 £2,49 31,76 +1,06 22,29 +1,08 25,44 +3,23 21,38 0,15 35,54 £1,69 25,74 £3,40 27,14 +4,65 28,45 +2,34 23,04 £1,74
Cemn 8,07+0,11 10,80 +£0,24 8,83 +2,01 11,74 £0,06 13,35+0,53 11,94 0,14 5,54 +0,12 10,79 +1,83 10,04 +2,50 9,24 £1,15 12,34 £0,71
Cpmaan 15,06 0,52 17,43 £0,30 17,05 +0,72 16,27 0,35 14,37 +1,40 17,26 £0,48 10,01 £0,46 16,24 +1,15  1535+2,43 16,51 £1,04 15,97 +1,20
Cemre 76,87 £0,41 71,76 £0,54 74,13 £1,29 71,99 £0,41 72,28 +0,18 70,80 £0,00 84,45 +0,17 72,97 £2,01 74,61 £4,43 74,25 £2,09 71,69 £0,64
LP1  32,40+1,45 34,70+2,03 24,70 +0,70 7,95+0,42 4,33+1,36 9,27+0,28 7,93 +0,37 18,89 +12,18 17,33 +11,91 30,60 +4,27 7,19 £2,09
LP2  27,67+1,61 23,73 +3,34 20,84 +0,62 14,63 +0,43 13,82 +0,11 9,37+0,47 18,33 £0,00 18,34 +6,28 18,34 +5,82 24,08 +2,80 12,61 £2,31
RP  39,94+225 41,57 +1,58 54,46 £0,59 79,40 £3,37 81,85 +1,25 81,35+0,19 73,37 40,37 63,10 +18,37 64,56 £17,38 45,32 6,49 80,87 +1,06
Cra 14,56 £0,22 32,55 +0,49 14,88 £0,22 4,39 0,07 19,05 +0,29 16,60 £0,25 16,72 £0,25 17,01 £8,32 16,96 £7,70 20,66 £8,40 13,35 £6,41
Cua 17,03+0,87 11,07 £0,66 13,42 +0,24 4,92 0,26 16,86 +0,25 16,96 £0,26 22,05 +0,33 13,37 +4,38 14,61 £5,07 13,84 £2,45 14,67 £5,65
Cusrr 08,41 £0,15 56,39 £0,04 71,70 £0,06 90,69 +0,12 64,09 £0,96 66,44 +1,00 61,23 +0,92 69,62 +10,53 68,42 +10,18 65,50 £6,58 69,72 +12,02



