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1 CURRICULUM VITAE A PREDSTAVENI
AUTORA

Narodil jsem se v roce 1986 v Brné, ve kterém ziji dodnes.

Po absolvovani Stfedni primyslové $koly chemické v Brné

jsem se ocitl na pomyslné ktizovatce svého dalsiho

smérovani, zda si zvolit studium na Lékarské fakulté MUNI,

anebo pokracovat ve studiu chemického oboru. Dozajista

mé dalSi rozhodnuti bylo ovlivnéno praci tykajici se

Stredoskolské odborné c¢innosti, kdy jsem vroce 2005-

2006 na zdejsi Fakulté chemické VUT v Brné vypracovaval

svoji stiedoskolskou odbornou praci pod vedenim prof. Ing.

s \,, Martina Weitera, Ph.D. a doc. Mgr. Martina Valy, Ph.D. na

tema fotovoltalckych organickych solarnich clankd. Jinymi slovy, po této prvotni

zkuSenosti s akademickym prostredim byla Fakulta chemickd VUT v Brné jasna volba,

i kdyz koketerie s myslenkou Lékarské fakulty mé zcela opustila az ve druhém roc¢niku

bakalaiského studijniho programu po zdarném absolvovani predmétd Fyzikalni chemie

I & 11, jejichZ vyucujicimi byli prof. Ing. Miloslav Pekat, CSc a dnes jiz emeritni profesor

Ustavu fyzikalni a spotiebni chemie prof. Ing. Ladislav Omelka, DrSc. Od této chvile se

stala fyzikadlni chemie moji privodkyni v mém studijnim, védeckém a pedagogickém

snaZeni. Po absolvovani Magisterského studijniho programu jsem vroce 2009

pokracoval ve studiu Fyzikalni chemie na doktorském studijnim programu, kdy jsem

v roce 2015 obh4jil svoji disertacni praci na téma: ,Spektrometrické metody pro vyzkum
huminovych latek”.

Moje védecko-akademicka prace na Ustavu fyzikalni a spotfebni chemie zaala jiZ
v pribéhu mého doktorského studia, kdy jsem se stal nejprve vyucujicim predmétu
Praktika z instrumentalni a strukturni analyzy a nasledné i Praktik z fyzikalni chemie I &
II. Jiz vtéto dobé jsem uzce spolupracoval sprimyslovym odvétvim, ato zejména
s firmou AMAGRO s.r.o, kterd ma ve své dikci zejména vyrobu ptidnich pomocnych latek
a pldnich kondicionérd. Vramci kazdoro¢né poradanych konferenci ¢eské sekce pro
vyzkum huminovych latek [HSS se podatily navazat znacné spoluprace s dalsimi
akademickymi ustavy, znichZ nejvyznamnéj$imi jsou Ceskd zemédélska univerzita
v Praze a Mendelova univerzita v Brné. Vtéto etapé mého védecko-pedagogického
plisobeni jsem dale prohluboval svij zijem o studium a faktického vyuziti fyzikalné-
chemickych zakonitosti pro rtizné materidlové aplikace aoblasti, ze kterych vzeslo
mnoho odbornych publikaci tykajicich se nanomateriald, biodegradabilnich polymert
na bazi polyhydroxyalkanoatd, ligninu a dlasich.

Dilezitym meznikem pro miij dalsi védecky rozvoj byl rok 2016, kdy jsem se podilel
na realizaci apodpotfe projektu GACR 16-12477S: ,Hydrogely s integrovanymi
hydrofobnimi nanodoménami - struktura, transportni a uvoliiovaci vlastnosti“. Z této
spoluprace vzeSly mé dva prvoautorské clanky, které se fundamentalné zabyvaji
studiem jednotlivych subpopulaci vody v pribravenych hydrogelech polysacharid-
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tenzid. Nicméné je zapotrebi Fici, Ze vramci tohoto vyzkumného projektu byla na
Fakulté chemické VUT v Brné odstartovana ,éra“ vyuzivajici méreni casové rozliSenych
infracervenych spekter, které nasly své uplatnéni i v jinych materialovych oborech jako
jsou napft. polyestery mikrobialniho ptivodu.

I kdyZz je mij védecky ,background“ zejména spjat s vyzkumem huminovych latek
resp. nativni organické hmoty, tak vramci stile probihajiciho projektu GACR 20-
28208Y: ,Studium vlivu aplikace biouhlu na charakter ptidni organické hmoty - od
multidisciplinarni metodiky po interpretaci na molekularni drovni“ se muj védecky
obzor rozsiril o tuto velmi zajimavou a dnes stale vice zkoumanou antropogenni ptidni
pomocnou latku PPL.

Na tuto projektovou angaZovanost bych navazal projektem TH02030073 TACR:
»Revitalizace zemédélské plidy v oblastech CR ohrozenych suchem®, zjehoZz reSeni
vzesSly nejen dvé certifikované metodiky, ale rovnéz byl tento projekt ocenén cenou
TACR 2022 v kategorii spole¢nost.

V soucasné dobé se na Fakulté chemické podilim na garantovani a vyuce nékolika
odbornych predmétd, na jejichZ zavedeni a inovaci jsem se podilel. V neposledni fadé
jsem vyucujicim i praktického cviceni z Instrumentalni a strukturni analyzy, ktery je
pod zastitou Ustavu chemie potravin a biotechnologii. V ramci inovovaného predmétu:
Uvodu do chemie pFirodnich materiald, ale i dalich, se snaZim posluchaétim zjevit
multidisciplinaritu oboru Fyzikalni chemie, kterd je neoddélitelnou soucasti mnohych
védnich obort, jako jsou biopolymery, biologické pochody spojené s imunitni odezvou
organismu, interakce elektromagnetického zareni s hmotou, technologické vyroby latek
biologického piivodu atd.



2 PRAEFATIO

Ptedlozena habilita¢ni prace piedstavuje miij osobni pohled na problematiku prirodni
organické hmoty, ato zejména z hlediska jeji geneze, struktury a biologickych aspektii
v pribéhu tzv. humifikace. V plné verzi této habilitacni prace uvidime nejen mij osobni
pohled na soucasny stav tohoto védniho oboru, ale i mnohé cesty, kterymi se tato védni
disciplina vydavala béhem svého ,zivota“. Nicméné pevné véiim, Ze pozornému Ctenari
vyvstane na mysli, jakymi védnimi proudy jsem byl béhem svého studia huminové
chemie nejvice ovlivnén, pricemz je nutno zdiiraznit, Ze pravé obor Fyzikalni chemie se
stal jistym nastrojem kmému faktickému ada se rici, Ze vurcitych momentech
i kritickym pohledem na tyto piirodni slouCeniny, jeZ se neustdle nachazeji
v dynamickém procesu svého vzniku, ¢i jsou neoddélitelné spjaty s Zivymi ekosystémy,
které na né plsobi. Dale se pokusim o nacrt subjektivniho pohledu vyplyvajiciho
z osobniho pristupu v oblasti studia téchto biokoloidnich sloucenin, které v souc¢asnosti
ve védeckych kruzich ¢eli ndzorové pluralité nejen o jejich faktické strukture (polymerni
x supramolekuldrni model), ba dokonce i jejich existencil. V tomto kontextu je ocividné,
Ze uloha fyzikalni chemie hraje vyznamnou a nezastupitelnou roli, jak tyto organické
slouceniny experimentalné ,uchopit”, a to zejména, tak, aby nedochézelo jejich vneseni
do oblasti patologické védy. Vtomto ohledu ndm mize byti vzorem ,tézkd vaha“
fyzikalni chemie Irving Langmuir (*1881-11957).

Pro mnoho chemiki zabyvajicich se oborem studia pfirodni organické hmoty a jejich
podmnozinou huminovych latek by jistym kodexem méla byt myslenka, Ze se ve své
podstaté dotykaji zivé ptirody, ackoliv jsou tyto slouceniny jiz transformovany v procesu
humifikace, v tomto kontextu 1épe Feceno tleni. PrestoZe by se na prvni pohled mohlo
zdat, Ze jsem zde zminil protimluv, tak opak je pravdou, pokud si uvédomime, jakych
uloh jsou tyto slouceniny schopny plnit v nejriiznéjsich ekosystémech, ato pievaziné
v interakci s Zivymi organismy (viry, bakterie, plisné, houby, nizsi a vys$si rostliny atd.).

Pokud bych mél predstavit metologicky pristup vychazejici z fyzikalné-chemického
konceptu, jeZ je pomyslnou kostrou mého vyzkumu, tak by se prevazné jednalo
o nasledujici myslenkovy retizek sloZeny z nutnosti ivahy nad nasledujicimi aspekty: (i)
porozuméni termodynamickym déjiim, které jsou hybateli nejen jejich interaktivity resp.
reaktivity, ale jsou hlavnimi koordinatory jejich strukturni architektury v nejriiznéjsich
prostiedich, kterymi jsou tyto slouceniny vystaveny; (ii) vztahové interakce a zni
vyplyvajici role venvironmentdlnim aekologickém fungovani systému; (iii)
a v neposledni radé i jejich dynamika geneze a biodostupnosti v ptirodnim prostiedi. Co
se tyCe navrzeni experimentdlniho designu, jeZ byl vyuZivin v mnoha predloZenych
studiich, tak byl zvelké ¢asti konzistentni, ato bez ohledu studovaného systému, ale
vzdy s hlavnim zietelem na jistou experimentalni robustnost. Jinymi slovy, vySe zminény
experimentalni pristup je synergii nejen metod strukturni analyzy, ale i pokrocilych
metod interpretace zahrnujicich dekonvoluce spekter, multikomponentalni analyzu aj.
Na druhou stranu jsou vyuZzivany i ty, které mizeme zafadit mezi tzv. rutinni, jako jsou
metody termické analyzy, jakoz ipivodné vyvinuté metody frakcionace aupravené

1 Lehmann, J.; Kleber, M. The contentious nature of soil organic matter. Nature 2015, 528, 60-68.
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metody izolace, tak aby byly pouZitelné pro co nejsirsi fadu prirodnich matric s ohledem
na jejich antropogenni ptvod. Dale jsem mél snahu o posun téchto vysledki
k aplikovanému vyzkumu, ktery by byl reprezentovan aplika¢nim a funkénim
potencidlem téchto materiald. V tomto kontextu lze zminit studie struktury huminovych
latek rdGzného ptivodu sdynamikou procesu humifikace, dekompozi¢nimi testy
organické hmoty ajejich simulace vredlném prostiedi, jakoZ ianalyzy komercnich
pldnich pomocnych latek na bazi lignosulfonant.

Dale bych rad na tomto misté zminil, Ze moje jistd ,obratnost v oblastech
instrumentalnich technik, jako jsou termické, spektrometrické avneposledni radé
i metody rizené ,lyofilizace” resp. suseni mrazem mé davaji celou radu prilezitosti se
zapojit do dalSich oblasti materidlového a aplika¢niho studia, jako jsou polysacharidové
hydrogely, biodegradabilni polymery na bazi polyhydroxyalkanoatii, nanomaterialy aj.

Pokud bych mél charakterizovat dvéma vystiznymi slovy svoji pedagogicko-védeckou
,0sobni“ vlastnost, tak by to byla snejvétsi pravdépodobnosti peclivost, zvédavost
a nedockavost. Tyto a véfim, Ze dobré vlastnosti asi nejvice vyplyvaji na povrch, kdyz
jsem pritomen v laboratorich se svymi studenty (bakalari a diplomanty) a se zaujetim
koukam na jejich experimentalni po¢inani. Je to asi dano tim, Ze celou fadu experimenti
jsem si doposud nemél ¢as osobné ,osahat”, a tak s jistym napétim pozoruji, zda se dil¢i
experimentalni kroky povedou. Pro lepsi predstavu uvedu napt. piipravu pletového
krému vlivem fazové inverze resp. metodou pridavku vnéjsi faze k vnitini.



3 UVOoD

Aniz bychom si to dnes uvédomovali, tak lidska bytost tj. clovék explicitné vychazi
z termintli oznacujicich pidu ¢i zemi. Pfimy odkaz miZeme nalézt v knize Genesis, ktera
pojednava o mytickém pitibéhu stvoreni svéta, kde prvni bytost Adam je eponymem
¢lovéka. Hebrejské slovo Adam etymologicky souvisi s vyrazem pro hlinu edamat, a tudiz
je primym odkazem Adamova pivodu. Clovék je tedy utvoten z hliny zemé, a proto je
jeho doslovnym ceskym prekladem vyraz pozemstan. Obdobnad je ietymologie
anglického vyrazu human(e) tzn. ¢lovék resp. lidsky vychazejiciho zlatinského slova
humus, jeZ je vyrazem pro zemi, pidu, atd. V této souvislosti je nutné zminit i Fecké
kotrenové slovo antrop, jeZ je pfimym terminem oznacujicim ¢lovéka ¢i lidskou bytost.

Timto je ¢lovék predurcen k hledani odpovédi na riizné otazky, které by vedly nejen
k $irSimu poznani, ale také ve schopnosti je aplikovat k ochrané nasi planeté Zemi.
Jinymi slovy, pokud nam tato planeta byla propijc¢ena, tak jsme povinni ji spravovat po
vzoru dobrého hospodare, jez ma na zieteli i budouci generace.

Pocatky védniho oboru, ktery dnes miizeme nazyvat: ,,Chemii huminovych latek” byl
odstartovan celou fadou monografif, znichZ nejvyznamnéj$i je prace, jeZ byla
publikovana vroce 1844: Die Bodenkunde oder die Lehre vom Boden, nebst einer
vollstindigen Anleitung zur chemischen Analyse der Ackererden; némeckého botanika
Karla Sprengela. Nicméné, koncept huminovych latek, tak jak ho ,zndme“ doposud, se
plné rozvinul aZ ve druhé poloviné 20. stoleti.

Teorie vychazejici z faktické existence huminovych latek mtzou byt rozdéleny do
dvou zakladnich kategorii, z nichZ prvni a historicky starsi pohliZi na tyto biokoloidni
slouceniny jako na biomakromolekuly, které vznikaji postupnou degradaci
biopolymernich slou¢enin na zakladni stavebni kameny, ze kterych jsou nasledné tyto
biokoloidni slouCeniny syntetizovany resp. polymerovany. Vyse zminéna teorie geneze
HL je ve své celistvosti tvofena mnohymi hypotetickymi cestami, které jsou oznacovany
podle toho, jaké prekurzory a mechanismy v danych cestach prevazuji. Tyto cesty jsou
znamé jako teorie ligninovd, polyfenolovd a kondenzace sacharidii saminy [1-8].
V nedavné dobé byla publikovana tzv. polyketidovd teorie, jeZ je ve své podstaté primym
odrazem polymerniho konceptu, avSak s doposud nebyvalou fokusaci na aspekty
mikrobiadlni cinnosti, které hraji jednu zklicovych roli v pribéhu geneze téchto
biokoloidnich sloucenin v pfirodnich ekosystémech. Vopozici, kvySe zminénym
polymernim modellim stoji tzv. supramolekuldrni teorie [9-11], kterd byla navrZena
a detailné rozpracovana A. Piccolem na pocatku 21. stoleti. Tato teorie nahlizi na HL jako
na tzv. supramolekuly resp. supramolekularni asociace, jeZ jsou tvoreny heterogennimi
arelativné malymi organickymi sloufeninami, které se do téchto podivuhodnych
struktur organizuji samovolné. Jednotlivé stavebni kameny nejsou vtyto struktury
spojeny kovalentnimi vazbami, ale jsou stabilizovany prostfednictvim slabych
vazebnych interakci, jako jsou vodikové mistky a disperzni hydrofobni interakce (van
der Waalsovy sily, m-m a -CH3z-m). Tento koncept byl stejnym autorem pouzit k navrZeni
frakcionac¢niho postupu HL a ptidni organické hmoty na tzv. humeomika [12, 13].
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Na tomto misté se nabizi otazka, jakym zplisobem lze tuto uvodni ¢ast autoreferatu
habilita¢ni prace kratce a vystizné ukoncit. Musime mit na pameéti, Ze jakykoliv prirodni
ekosystém se vyznaCuje silné dynamickym charakterem smnoha komplikovanymi
vazbami na jednotlivé sloZky organické hmoty, at’ uZ mame na mysli ty, které miiZeme
povazovat za stabilni anebo ty, jez do téchto ekosystémi vstupuji v podobé odumfrelych
Casti rostlinnych a zivocisSnych tél. V této souvislosti prichdzeji v ivahu ity organismy,
které pouhym okem nevidime. Jednd se predevSim o zastupce nescCetnych druht
bakterii, vird, mikromycet, prvokl, ras atd. Ipiesto, Ze mikroedafon predstavuje
v celkové bilanci organické hmoty jen minoritni ¢ast (vpripadé plid se jednad asi
0 4 hm. %), je jeho funkce v rozli¢nych ekosystémech nepostradatelna. Jednou z hlavnich
uloh mikroedafonu je jejich podivuhodna schopnost primarné se podilet na dekompozici
nejriznéjsich organickych sloucenin vcetné biopolymerd, jako je celul6za, lignin atd.
Jinymi slovy, tyto mikroorganismy, zvlasté pak zastupci rozlicnych bakterii a hub jsou
nepostradatelnymi segmenty vstupujicich do slozitého procesu geneze HL. [ kdyz by se
na prvni pohled mohlo zdat, Ze vySe zminéné skupiny organisml plni jen funkci
rozkladacd, tak by to nebyla v Zadném pripadé pravda. Na tomto misté je nutné Fici, Ze
pokud nas pohled fokusujeme na pozoruhodné prostiedi ptdy, tak jsme schopni
vypozorovat celou Fadu zajimavych uloh, které tyto mikroorganismy jsou schopny v ni
zprostiedkovat. Jednd se predevSim ve schopnosti fixace dusiku v podobé rozsahlé
skupiny sloucenin, jeZ jsou v piimé souvislosti slitotrofnim metabolismem ¢i tzv.
bakterialni respiracni denitrifikaci. Mimo jiné, celd fada autotrofnich a heterotrofnich
mikroorganismi patfi mezi ty, které jsou prvnimi osidlovateli pidotvornych substrati
(mineralnich c¢astic), atudiz se tak primarné podili na vzniku pady. O schopnosti
slozitych symbiotickych vazeb ani nemluvé.

@ uhlik (aromaticky)
Q uhlik (alifaticky)
© kyslik

@ dusik
%b @ wvodik

hydrofobni g
doména

Obrazek 1: Rozdéleni organické hmoty OM a biopolymerni versus supramolekularni koncept struktury
huminovych latek.



4 METODY IZOLACE A FRAKCIONACE
HUMINOVYCH LATEK

4.1 Standardni postup izolace HL dle spole¢nosti IHSS

Jednotlivé frakce HL mohou byt rozdéleny do tfi zdkladnich kategorii na zakladé jejich
rozpustnosti resp. nerozpustnosti v alkalickém ¢i kyselém prostiedi. Této fundamentalni
vlastnosti je s vyhodou vyuZzivano pri izolaci a nasledné frakcionaci téchto biokoloidnich
sloucenin. V dnesSni dobé je publikovdna celd fada izolacnich metod, které se mohou
navzajem lisit, avSak lze v nich vysledovat jistou podobnost, kterd obecné vytvari paterni
schéma vSech téchto navrzenych postupti. Zvoleny postup izolace obvykle byva odrazem
prirodni matrice, ze které jsou HL macerovany ¢i extrahovany. To znamen3, Ze jina
metoda je pouZita pro pevné resp. sypké prirodni matrice (hnédé uhli, raselina, ptda,
kompost, sediment, alginit, sypké komer¢ni pripravky na bazi lignohumatu aj.) a jina pro
ty, které se nachazeji v kapalném stavu (sladkovodni a motské vody, podzemni vody,
roztoKky plidnich kondicionérti atd.) [14-17].

V soucasnosti je nejen mnohymi védeckymi tymy, ale i mezinarodni spolec¢nosti pro
vyzkum huminovych latek IHSS kladen stale vétsi diraz na unifikaci izola¢niho postupu.
Z pohledu védce zabyvajictho se strukturou HL je to logickym vyusténim, které
prednostné vede kjednotné kvalitativni charakterizaci, ato bez nezadoucich vlivl
spojenych srozlicnymi zpiisoby jejich izolace. V této souvislosti mame predevsim na
mysli dopady ovliviiujici heterogenitu, chemickou neménnost v priibéhu izola¢niho
postupu, kontaminaci ne-huminovymi frakcemi OM apod. Na druhou stranu se
v nékterych specifickych ptipadech zda byt vyhodné pouZit ty metody, které jsou
urcitym zplisobem modifikovany, nicméné je unich stale patrny otisk plivodné
navrzeného postupu IHSS. PouZiti smésného roztoku NaOH a Na4P:07:xH:0 vede
HK, ve smyslu vy$siho obsahu anorganickych primési tj. popela. Naproti tomu, pouZiti
tohoto ¢inidla se zda byt vhodné, a to zejména v piipadech, pokud je ocekavany obsah
popelovin a HL vsubstratu nizky. Tyto podminky obvykle spliuji takové prirodni
matrice, které mtizeme Kklasifikovat jako substraty semiantropogenniho ptivodu. Do této
skupiny bychom mohli zaradit statkové aprimyslové komposty, vermikomposty,
ptipadné pldni kondicionéry na bazi lignohumat atd. Vtuto chvili se pokusme
orelevantni zhodnoceni vySe zminéného postupu, ktery byl pouZit k maceraci HK
pochazejicich z rtznych druht kompostd? 3. Jak jiz bylo diskutovano drive, kritika
tohoto modifikovaného postupu spocivd predevSim v moZnosti kontaminace
izolovanych HL seskvioxidy (Me203), které jsou schopny vytvaret s témito biokoloidnimi
slou¢eninami velmi silné organomineralni komplexy. Mimo jiné se uvadi, Ze pyrofosfat
vytvari sreaktivnimi skupinami HL silné chelatové vazby, které znesnadiuji jeho

2 Enev, V.; Doskodil, L.; Kubikov4, L.; Klu¢dkova, M. The medium-term effect of natural compost on the
spectroscopic properties of humic acids of Czech soils. J. Agric. Sci. 2018, 156, 877-887.

3 Hanc, A.; Enev, V.; Hrebeckova, T.; Klucakova, M.; Pekar, M. Characterization of humic acids in a
continuous-feeding vermicomposting system with horse manure. Waste Manag. 2019, 99, 1-11.
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nasledné odstranéni pti jejich purifikaci. Obavy, které jsou spojeny s jistou moZnosti

UFSCH FCH VUT v Brné

kontaminace izolovanych HL seskvioxidy ¢i samotnym extrakénim c¢inidlem se z naseho
pohledu zdaji byt neopodstatnéné. Jinymi slovy, standardni purifika¢ni kroky, které jsou
navrzeny mezinarodni spole¢nosti IHSS se zdaji byt plné dostacujici k ziskani ,Cistych”
HK s obvyklymi obsahy anorganickych piimeési.
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Pro lepsi ilustraci lze uvést, Ze obsah nespalitelného podilu neprevysil u izolovanych
HK limitni hodnotu 3,1 hm. %. V porovnani se standardy HK produkovanych spole¢nosti
[HSS jde o srovnatelné hodnoty, které jsou vymezeny rozpétim 0,4-4,6 hm. %. Avsak, co
shleddvame jako determinujici, je skutecnost, Ze tento postup se vyznacuje nebyvale
dobrou selektivitou a G¢innosti macerace huminovych latek resp. HK. Tyto postulaty by
mohly byt shrnuty do nasledujicich kategorii, a to: (i) mimoiadna extrak¢ni ucinnost; (ii)
velmi dobra extrakéni specificita.

Ukazalo se, Ze tento modifikovany postup izolace vynika svoji extrakéni G¢innosti,
a proto ho 1ze s vyhodou pouZit k maceraci HL z takovych pfirodnich matric, ve kterych
je jejich obsah ponékud nizky. Jedna se predevsim o komposty nizké zralosti, u nichz
dekompozice anasledna transformace OM neni doposud ukoncena. Tento fakt je

dolozZen extrak¢nimi vytézky HK izolovanych ze surového a kompostovaného konského
hnoje za pouziti kalifornskych ZiZal (Eisenia andrei)3.

4.2 Frakcionace organické hmoty a huminovych latek

4.2.1 Extrakce lipidickych sloZek lignitu

V pripadé strukturniho modelu hnédého uhli bylo dosazeno vseobecného konsenzu,
ktery pohliZi na tyto kaustobiolity jako na trojrozmérné zesitované makromolekularni
struktury, vjejichz objemu mohou byt zachyceny organické slouceniny s nizsi
molekulovou hmotnosti. Tyto malé organické slouceniny jsou povaZovany za mobilni
frakce organické hmoty téchto kaustobiolitl, pricemz je l1ze velmi lehce extrahovat
pomoci riznych organickych rozpoustédel ptripadné jejich smési. Na druhou stranu se
predpoklada, Ze tato mobilni faze OM je do jisté miry ve struktuife hnédého uhli
stabilizovana pomoci slabych vazebnych interakci, o ¢emzZ vypovidaji rozdilné extrakéni
vytézky pri pouziti rozdilnych extrakcnich Cinidel. Jak jiz bylo diskutovano drive, HL
zaujimaji podstatnou Cast extrahovatelné OM hnédého uhli, nicméné bychom neméli
opomenout ity frakce, které jsou omezené rozpustné ve vodé asilné polarnich
organickych rozpoustédel. Vtéto souvislosti mame piedevSim na mysli organické
slouceniny, které jsou extrahovatelné nepolarnimi rozpoustédly, jako je chloroform,
hexan, benzen, toluen atd. Tato skupina nepolarnich organickych sloucenin je tvorena
zejména mastnymi kyselinami a jejich derivaty, vosky, terpeny, steroidnimi
slou¢eninami apod. Souhrnné miiZeme tyto slouceniny oznacit jako bitumeny [18, 19].

Pro samotnou extrakci lipidickych slozek OM bylo vybrano sedm zastupct hnédého
uhli, které se lisily zemépisnym pivodem uhelnych panvi‘. BliZze se jednalo o vzorky
lignitu pochdazejicich z oblasti stfedni a jihovychodni Evropy.

Jednotlivé lipidické frakce byly extrahovany pomoci Soxhletovy aparatury za pouziti
chloroformu jakoZ to vhodného organického rozpoustédla. Jak je doloZeno mnohymi
instrumentalnimi technikami pouzitymi v této studii, tak extrahované bitumeny mély
prevazné alifaticky charakter sminoritnimi prispévky aromatickych sloucenin

4 Doskocil, L.; Enev, V.; Pekarl, M.; Wasserbauer, ]. The spectrometric characterization of lipids extracted
from lignite samples from various coal basins. Org. Geochem. 2016, 95, 34-40.
https://doi.org/10.1016/j.orggeochem.2016.02.008.
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substituovanymi Kkyslik obsahujicimi funk¢nimi skupinami, jako jsou Kkarboxyly,
hydroxyly vcetné fenolickych -OH skupin, estery, ethery, pripadné ikonjugované
karbonyly. Strukturni parametr reprezentovany pomérem intenzit absorp¢nich pasi
odpovidajicich asymetrickym valen¢nim vibracim C-H vazeb v methylovych
a methylenovych funkénich skupinach se ukazal jako velmi senzitivni kritérium
Kk posouzeni rozvétvenosti resp. linearity lipidickych retézc.

Tato studie prispéla k objevu doposud nepublikovaného fluorescenéniho maxima,
které bylo nami oznaceno jako doména H, a tudiz mtiZeme hovoftit o rozsireni doposud
znamych fluorescen¢nich maxim spoluvytvarejicich rodinu HL aDOM. Tato
fluorescen¢ni doména byla lokalizovana v oblasti velmi nizkych vinovych délek excitace
aemise (255/305nm), atudiZ lze vobecném pribliZeni konstatovat, Ze toto
fluorescentni maximum je spojeno se strukturné jednoduchymi aromatickymi
slou¢eninami. Toto tvrzeni je ve velmi dobré shodé, pokud si uvédomime, Ze pravé
fluorofory lokalizované v oblasti vinovych délek 400-450/400-550 nm (Aex/Aem) jsou
prevazné spojovany s morfologicky sloZitymi fluorescencnimi systémy odpovidajicimi
linedrné kondenzovanym aromatickym kruhiim, jako jsou derivaty porfyrinovych cykla.
AvSak na presnou lokalizaci tohoto fluorescentniho maxima maji dozajista vliv
i intramolekularni stavy pienosu naboje v ramci tak slozitého luminiscen¢niho systému.

intenzita ‘\‘
fluorescence (CPS)
s,
\

350 400 500 600

450

Soxhletova extrakce lipidickych frakci OM lignitu

emise (nm)

Obrazek 3: Fluorescen¢ni EEM spektrum lipidické frakce JML rozsifujici rodinu doposud znamych

fluoroforti ptirodni OM.
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Obecné mizZeme Tici, Ze spektrometrické techniky, zvlasté pak fluorescencni
spektrometrie EEM jsou uzite¢nymi ndastroji charakterizace lipidickych sloucenin
extrahovanych z prirodni organické hmoty, pficemz jsme schopni ziskat nové poznatky
ohledné tak slozitého systému jako je lignit.

4.2.2 Sekvencni frakcionace HK dle polarity org. rozpoustédla

Do dnesni doby nepanuje mezi jednotlivymi védeckymi tymy vSeobecny konsenzus
vyplyvajici ztak elementarni zaleZitosti, jakou je struktura téchto biokoloidnich
slou¢enin. Na tomto misté je nutné fici, Ze tato pluralita nevychazi zfaktického
yrozlusténi“ struktury HL, nybrZz z pouhého pohledu, zda tyto slouceniny miiZeme
povaZovat za biomakromolekuly, které lze po jistém zjednoduSeni pripodobnit napft.
ligninu, anebo se jedna o aglomeraty jednoduchych konstitu¢nich jednotek (stavebnich
kament), které jsou stabilizovany do supramolekuldrniho uskupeni pomoci slabych
vazebnych interakci. , TéZkou vahou“ a zastancem supramolekularni teorie HL je italsky
chemik A. Piccolo, ktery jako prvni definoval supramolekularni strukturu téchto
unikatnich sloucenin. Vnedavné dobé byla védeckym tymem A. Piccola vyvinuta
frakciona¢ni metoda, kterd vychazi z postupné destabilizace inter- a intramolekuldrnich
vazeb, pricemz v pribéhu frakciona¢niho postupu jsou kovalentni vazby hybridizace
uhliku sp3 nedotfeny [12-13]. Nicméné, od druhého kroku tohoto frakciona¢niho
postupu jsou postupné Stépeny kovalentni vazby v nasledujicim poradi: (i) kovalentni
vazby ve slabé vazanych esterech; (ii) kovalentni vazby v silné vazanych esterech; (iii)
kovalentni vazby etherii tzn. glykosidické vazby v polysacharidech. V tuto chvili nas
muze napadnout mysSlenka, zda je nevyhnutelné nutné pii frakcionaci HK resp.
postupném sniZeni jeji molekuldrni heterogenity pristoupit ke specifické hydrolyze vyse
zminénych kovalentnich vazeb, které jsou nedotknutelnymi az dogmatickymi aspekty
vyplyvajicich z makromolekularniho strukturniho modelu.

V této souvislosti jsme se pokusili o navrzeni jiného frakciona¢niho postupu, ktery by
neobnasel Stépeni kovalentnich vazeb, ani téch, které vyse zminény autor poklada za
slabé. V této ¢asti habilita¢ni teze miZeme podat diikaz o Setrném extrakénim postupu,
ktery lze vyuzit k vyznamnému sniZeni molekularni heterogenity HK>.

Metodicky pristup, ktery byl pouzit v této odborné praci lze rozdélit na dvé hlavni
cesty: (i) vhodné zvoleni resp. definice pouZité eluotropni fady organickych
rozpoustédel; (ii) nasledné byly vytipovany vhodné instrumentalni techniky strukturni
a kompozi¢ni analyzy.

Vzorek raselinové HK byl podroben sekvencni frakcionaci za pouziti eluotropni rady
organickych rozpoustédel se vzristajici polaritou tzn.: trichlormethan (TCM) <
ethylacetat (EAC) < aceton (ACE) < acetonitril (ACN) < n-propanol (PRO) < methanol
(MET). VytéZzky extrakce jednotlivych organickych frakci se pohybovaly pomérné
v $irokém rozmezi, avSak nejvyssi extrakéni ucinnosti bylo dosazeno v pripadé acetonu
a n-propanolu. Timto extrakénim postupem, ktery nikterak neatakuje kovalentni vazby
mezi jednotlivymi stavebnimi kameny spoluvytvarejicimi supramolekularni asociaty HK,

5 Enev, V.; Sedla¢ek, P.; Kubikova, L,; Sovova, S.; Doskotil, L.; Klu¢akova, M.; Peka¥, M. Polarity-Based
Sequential Extraction as a Simple Tool to Reveal the Structural Complexity of Humic Acids. Agronomy
2021,11,1-19.
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jako jsou residua ligninu, celulézy, hemi-celulézy a dalSich biopolymert, bylo celkové
extrahovano 57 hm. % vychozi organické hmoty raseliniStni HK. V dal${ ¢asti tohoto
komentafe se omezme na diskuzi téch nejzajimavéjSich experimentalnich vysledkd,
které by mohli byt ndmétem dalSich potenciondlnich publikaci ¢i urcovat smér dalsiho

védeckého badani.
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eluotropni fady pouZitych organickych rozpoustédel.
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Vtéto souvislosti se ukazalo, Ze nepostradatelnym ukazatelem manifestujicim
aromaticitu a stfedni molekulovou hmotnost M,, a to nejen extrahovanych organickych
frakci, ale i ptivodni a residudlni HK je specifickd hodnota parametru SUVA2s4. Jinymi
slovy, absorpéni parametr SUVAzss se tak stava ,levnéjSim“ a podstatné rychlejSim
indikdtorem vySe zminénych vlastnosti HL ajejich organickych frakci, pokud si
uvédomime ekonomickou, experimentalni a Casovou narocnost, kterd je doprovazena
méfenim liquid-state 13C NMR spekter a z nich vypocteny index aromaticity.

Jak je doloZeno experimentalnimi vysledky fluorescencni spektrometrie, tak pouzita
metoda extrakce vede kvyznamnému sniZeni heterogenity plvodni HK, jejimz
faktickym projevem je pritomnost specifickych fluorescencnich domén, které nebyly
v originalnim vzorku HK pfitomné anebo mély povahu méné vyraznych fluorescen¢nich
ramen. Konkrétné se jedna o méné typické fluorofory, jako jsou V - humic-like, B (y) -
tyrosin-like aH - soluble microbial by-product-like. V tuto chvili je nadmiru jasné, Ze
sekvenc¢ni frakcionace na zakladé rozdilné polarity organickych rozpoustédel v sobé
ukryva znafny potencial stat se alternativnim postupem kdekompozi¢ni metodé
PARAFAC (Parallel factor analysis), kterd je zobecnénou teorii multikomponentalni
analyzy PCA.

Tato studie predstavuje pilotni ukazku jednoduchého, avsSak uzitecného
experimentélnfho pfistupu ke strukturni analyze, tak komplexnich a heterogennich
organickych sloucenin, jakymi jsou bezesporu HK. Jelikoz se jednd o prvotni
experimentalni pristup, tak by bylo vhodné systematicky ovérit jeho obecnou
pouzitelnost a celkovy pfinos, ato predevSim v souvislosti sdalsimi HL, které jsou
diferenciovany napf. mistem a zptisobem jejich geneze.

Nicméné pro komplexnéj$i pochopeni, jakym zplisobem jsou vazany ¢i stabilizovany
jednotlivé stavebni kameny vtéchto piirodnich matricich, by mél byt tento
experimentalni ptistup doplnén odalSi fyzikdlné-chemicky pohled, ktery Ize
jednoznacné spatfit v tzv. ,syntetické” perspektivé. V disledku by to znamenalo, pokusit
se onaslednou kompozici strukturnich parametr pripadajicich jednotlivym
organickym frakcim, a to i s ohledem na jejich relativni zastoupeni v ptivodni matrici.

5 ASPEKTY ENVIRONMENTALNIHO
VYUZITI KAUSTOBIOLITU

Asi kazdy z nas se jiz setkal s negativnimi vlivy klimatickych zmén, jejichZ dopady jsou
kdy se nam v jarnich aletnich mésicich nedostava potiebné vlahy v podobé deStovych
srazek. To ma za nasledek vyznamné disbalance ve stavech sladkovodnich a podzemnich
vod. O hodnotach trvalého nasyceni piidy vodou ani nemluvé. Jiz dnes, mizeme z st
ceskych klimatologli a pedologii slySet, o ¢im dal vice se rozsirujicich oblastech, které
jsou postiZeny semiaridnim podnebim. Pfedevs$im se jedna o oblasti jizni Moravy
a Polabské niziny. Neni divu, Ze piida, jeZ je vystavena témto neptiznivym vlivim ¢asto
trpi erozi a desertifikaci. K dobré kondici ji ani neprida tlak, ktery je na ni vyvijen
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prostiednictvim zemédélské vyroby. Tak jak trpi na povrchu rostliny, to samé zaziva
pldni biota, jez je neoddélitelné spjata s pidni organickou hmotou. K odrazeni téchto
negativnich vlivii by mohla prispét aplikace lignitu ¢i oxyhumolitu, jakoZto vhodného
pldniho kondicionéru®.7.8,

5.1 Neenergetické vyuziti lignitu

Pouziti lignitu (oxyhumolitu) jako paliva vsobé nese zna¢né ekonomické
a environmentalni problémy, které lze spatfit vjeho nizké vyhrevnosti, jeZ je obvykle
doprovazena enormnimi emisemi sklenikovych plynt apolétavého prachu. Naproti
tomu, pro vysoky obsah HK a vodou extrahovatelnych frakci OM se jevi jako vhodnéjsi
jeho neenergetické vyuziti vpodobé tzv. pldnich kondicionért [20], které tvori
samostatnou skupinu tzv. ptidnich pomocnych latek (PPL).

5.1.1 Jihomoravsky lignit jako ptidni pomocnd ldtka

Plida ajeji zakladni vlastnost - irodnost, vyznamnym zplisobem ovliviiuje tzv. bonitu
zemédélské produkce ijeji kvalitu, vcéetné chemického sloZeni rostlin resp. polnich
plodin. Pedologicko-agronomické vlastnosti pldy vyznamnou mérou ovliviiuji rist
a vyvoj rostlin zvlasté pak, ve stresovych podminkach napf. pti deficitu srazek.

Vysoky obsah vody, jinymi slovy relativné vysoka schopnost jeji pohltivosti je pro
mlada uhli typickou fyzikalné-chemickou vlastnosti, ato diky pomérné vysokému
obsahu hydrofilnich funkénich skupin, jako jsou ty, které pirevazné obsahuji kyslik.

Hlavni tdlohou aplikovaného lignitu bylo zvysit obsah pldni organické hmoty
a podporovat tak jeji prirozenou tvorbu. LouZenim ve vodném prostredi, fyzikalni
dekompozici svych ¢&astic (povétrnostnimi podminkami), anebo vlivem pidnich
mikroorganismi a rostlinnych exudati muize lignit dodavat organickou hmotu ptidé, jez
je na tuto komponentu chudou, a mluvime tak o ptidach, které jsou postiZzeny enormnim
suchem.

Jihomoravsky lignit vykazoval priblizné trikrat vysSsi nasdkavost v porovnani se silné
dezertifikovanou plidou. Konkrétné mize byt nasdkavost lignitu v deionizované vodé
vyjadiena hodnotou 88 %, jeZ je vztaZena k pivodni suché hmotnosti, pricemz tato
hodnota za pouziti vodovodni vody Cinila 62 %. Nasakavost pidy byla pouze 28 % resp.
21 %. Dale vzorek lignitu vykazoval dvakrat del$i dobu suSeni resp. ztratu veskerych

typl vod v porovnani se vzorkem pudy. Tento ,susici“ experiment byl realizovan za
izotermnich podminek, kdy teplota béhem celého experimentu byla 50 °C.

6 Sala$, P.; Vymyslicky, T.; Losak, M.; Pekat, M.; Burgovg, ], Chovancikova, E.; Enev, V.; Knotov4, D.;
Roznovsky, J.; Frydrych, J.; Kalina, M.; Pelikan, ]. VyuZziti pdnich pomocnych latek pro zlepSeni vitality
extenzivné vyuzivanych ploch vsuchem ohroZenych oblastech CR: Certifikovana metodika. Brno,
Mendelova univerzita v Brné, 2020, 1-78. ISBN: 978-80-7509-768-2.

7 Sala§, P.; Losak, M., Vymyslicky, T.; Pekar, M.; Roznovsky, J.; Raab, S.; Enev, V.; Knotovg, D., VIk, R;
Sevéikova, B.; Kalina, M.; Pelikan, J. Vyuziti obalovaného osiva pro zaklddani porosti trav a jetelovin:
Certifikovand metodika. Brno, Mendelova univerzita v Brné, 2020, 1-53. ISBN: 978-80-7509-752-1.

8 Doskocil, L.; Grasset, L.; Enev, V.; Kalina, L.; Pekat, M. Study of water - extractable fractions from South
Moravian lignite. Environ. Earth Sci. 2015, 73, 3873-3885.
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Dlouhodobé inkubacni testy inspirované metodikou vyuziti ¢ajovych sacki [21] jasné
dokazaly, Ze stabilita lignitu je v plidnim prostredi do jisté miry vysoka, avSak drobné
ubytky hmotnosti vdekompozi¢cnim procesu jsou na zakladé kvalitativniho
a ,semikvantitativntho“ vyhodnoceni infracervenych spekter spjaty prevazné
s dekompozici tzv. fytomasy tzn. residuf ligninu, celulozy a v omezené mire i hemiceluldz.
Jinymi slovy, strukturné sloZiti organickd hmota lignitu se v pribéhu jeji dekompozice
stava strukturné jednodussi a rovnéz i bio-dostupnéjsi pro ptidni ekosystém. Aplikacni
potencidl resp. pozitivni efekt lignitu ve spojitosti s pouZzitym superabsorbentem na bazi
akrylatového polymeru byl manifestujici zvlasté v hodnoticich kritériich, jako je polni
vzchazivost semene, rist a nasledny vyvoj rostliny (trav a jetelovin), a v neposledni fadé
i odolnost viici stresovym podminkam (sucho, vyskyt chorob a sktdcti).

“mikro-pohled” z hlediska
fyzikalni chemie

izotermni sudeni pifi 50 °C
(teplota odpovidajici teploté v odpolednich hodiniach
na pokusné plose Hodonin v letnich mésicich)

100

g
g 80
® piida Hodonin
B * jihomaravsig lignit
3 604 o hydroabsorbent |
o=
-
_'E. 40
=
£ 20]
=
5 : : . :
0 20 40 60 80 100 y
£as suseni (min) TEA-BAG
sdtek 5 JML pro inkubaéni testy
“makro-pohled” ~. dekompozice OM PPL

poloprovozni plocha aplikace jihomoravského lignitu
kvéten 2019 30t-ha?

Obrazek 5: Lignit jako PPL pro zlepSeni vitality extenzivné vyuzivanych ploch v suchem ohroZenych
oblastech.
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Podpora humifika¢niho procesu v pidach postizenych suchem je predevsim dana
schopnosti lignitu zlepSovat mnohé fyzikalni, chemické a v neposledni radé i biologické
vlastnosti pldy. Z fyzikilné-chemického pohledu se jedna otvorbu tzv. plidnich
agregatl, jejichZz primarni vlastnosti je vyznamné podpofit vznik drobtovité a porézni
struktury pidy, jeZ je schopna lépe a efektivnéji zadrzovat vodu v podobé prirozenych
destovych srazek. To je zejména zplisobeno tim, Ze lignit resp. dal$i zastupci téchto
kaustobioliti (oxyhumolit, leonardit atd.) obsahuji nemald mnoZstvi hydrofilnich
funk¢nich skupin, které se vyznamné podileji na vzniku vodikovych vazeb mezi
substratem a vodou volné, pevné vazané Ci semikrystalické povahy. Tyto interakce se
mohou dale uplatiiovat mezi pddnimi c¢asticemi organomineradlniho komplexu
a aplikovanou PPL. Avsak z dlouhodobého hlediska hraje lignit nezastupitelnou tlohu
v tom, Ze v priibéhu jeho louzeni ve vodném prostiedi jsou uvoliiovany takové organické
slouceniny, které jsou povaZovany za signalni molekuly pldni bioty a predstaviteli
vyssich rostlin. Timto je nastartovana slozita kaskdda biochemickych reakci, kterou Ize
umistit do pomyslného stfedu spoleCenstva zivych organismi anezivé ¢asti pidniho
ekosystému.

5.1.2 Vodou extrahovatelné frakce OM lignitu

Organickd hmota hnédého uhli, zvlaSté pak jeho nejmladsiho predstavitele lignitu je
prevazné tvorena vysokomolekularnimi HK, avSak z environmentalniho hlediska se zdaji
o nizkomolekularni FK, pfipadné o strukturné jednodussi aromatické slouceniny s jistou
mirou variability v substituci jejich aromatickych jednotek karboxylovymi,
hydroxylovymi, alkoxylovymi ¢i esterovymi funk¢énimi skupinami [22-24].
Experimentalni vysledky postupného louZeni jihomoravského lignitu naznacuji, Ze tento
kaustobiolit obsahuje priblizné 3 hm. % vodou extrahovatelnych sloucenin, pfi¢emz
jednotlivé frakce obsahovaly 4-40hm.% celkového organického uhliku (TOC).
Z hlediska fluorescen¢ni spektrometrie se jednotlivé frakce vyznacovaly velmi
podobnymi motivy ve svych excitatné-emisnich spektrech (EEM). Tyto fluorescentni
domény lze podle jejich polohy jednoznacné klasifikovat jako fulvic- a humic-like, z nichz
druhy jmenovany mél v EEM spektrech podobu méné vyrazného maxima ¢i raménka. Na
molekularni trovni lze fluorescenéni doméné A (&) - fulvic-like prifadit nasledujici
konstitu¢ni jednotky: (i) kyselina salicylova (2-hydroxybenzoova kyselina); (ii) kyselina
gentisovd  (2,5-dihydroxybenzoova kyselina); (iii]) kyselina gallova (3,4,5-
trihydroxybenzoova Kkyselina). Nicméné je nutné poznamenat, Ze vySe zminéné
strukturni jednotky se obvykle nachazeji ve formé hydrolyzovatelnych tanind vazanych
na sacharidové ¢asti ptivodni OM. Fluorescen¢éni doména C () - humic-like je v ptipadé
vodou extrahovatelnych frakci OM vylucné spojovana s produkty degradace ligninu,
které jsou charakterizovany vyznamnymi strukturnimi modifikacemi v postrannich
fetézcich fenylpropanovych jednotek.

Jak se ukazalo, tak instrumentalni metoda termochemolyzy hraje nezastupitelnou roli
pri identifikaci jednotlivych organickych sloucenin, které byly pritomny v lyofilizatech
vodnych vyluhd jihomoravského lignitu. Mimo jiné byla ziskand data doplnéna
o vysledky GC-MS chloroformovych extraktl ziskanych z prislusnych lyofilizat. Tyto
vysledKky byly jiZ podrobné diskutovany v hlavni ¢asti této habilitacni prace. Nicméné se
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pokusim o kratké shrnuti téchto experimentdlnich vysledkli. Tyto analyzy na
molekularni Girovni jasné dokladaji, Ze vodou extrahovatelnd OM jihomoravského lignitu
je prevazné tvorena strukturné jednoduchymi aromatickymi Kkyselinami ajejich
derivaty, alifatickymi di-kyselinami s kratkymi ftetézci, mastnymi kyselinami
avneposledni radé ipolyoly. Nicméné je zapotrebi Fici, Ze Zadna analyzovana
sloucenina nepredstavuje potencionalni environmentalni ¢i toxické riziko, a to v pripadé
aplikace lignitu, jako vhodného ptidniho kondicionéru.
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Obrazek 6: Studium vodou extrahovatelné organické hmoty jihomoravského lignitu.
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5.1.3 Lignit - bohaty zdroj huminovych kyselin

Dalsi odborna prace vzeSla zpotfeby komplexniho pristupu pii charakterizaci
huminovych kyselin (HK) izolovanych z lignitl pochazejicich z rozlicnych evropskych
panvi®. Konkrétné se jednalo o vzorky lignitd, jejichz nalezisté byla situovana v oblastech
stfedni a vychodni Evropy. Hnéda uhli, geograficky spadajici do oblasti jizn{ Evropy byly
ziskany z nasledujicich uhelnych panvi: Balsha a Maritza East (Bulharsko), Dragacevo-
Tijanje a Kostolac (Srbsko). Ostatni vzorky ligniti byly ziskidny znalezi$té Konin
(Polsko) a jihomoravské uhelné panve (lokalita Mikulcice), ktera je severnim vybézkem
videtiského nalezi$té téchto kaustobioliti. Studium akomplexni charakterizace
izolovanych HK byla zaloZena na vSestranném pristupu badani, ktery zahrnoval tradi¢ni
abéZné pouzivané instrumentélni techniky, jako je elementdrni atermicka analyza,
UV/Vis ainfraCervena spektrometrie. Na druhou stranu, byla tato studie doplnéna
pokrodilymi spektrometrickymi metodami (fluorescen¢ni spektrometrie excitacné-
emisniho mapovani, ktera je zndma pod oznadenim jako EEM arentgenové
fotoelektronové spektrometrie XPS), které jak se ukazalo, tak se staly nepostradatelnymi
instrumentalnimi technikami v oblasti studia OM resp. huminovych latek. Toto tvrzeni
nabyva takika dogmatického rozméru, pokud si uvédomime, Ze tyto kaustobiolity jsou
pro sviij vysoky obsah HK predurceny kizolaci téchto biokoloidnich sloucenin, jejichz
neméné vyznamné uplatnéni Ize nalézt v podobé ptiidnich pomocnych latek (PPL) [25,
26]. Je zfejmé, Ze preparaty na bazi HK podléhaji jistym legislativnim zakoniim, at' uz
mame na mysli ty tuzemské (zdkon ¢. 156/1998 a ¢. 308/2000 Sb.) anebo ty, které jsou
jim nadrazené (zakony EU), aztoho vyplyva jistd celoevropska snaha tyto PPL
jednoznacné kvantifikovat.

Extrakéni vytéZzky lignitickjch HK se pohybovaly pomérné vuzkém rozmezi
(konkrétné od 3,0 hm. % do 11,4 hm. %), pricemZ nejvyssi extrak¢ni vytézek téchto
biokoloidnich sloucenin byl zaznamendn v ptripadé jihomoravského lignitu.

Vysledky zelementarni analyzy, FTIR spektrometrie a strukturnich parametrd
vypoctenych z UV/Vis aemisnich fluorescencnich spekter naznacuji, Ze jednotlivé
vzorky hnédouhelnych HK jsou si vzajemné velmi podobné, pokud jako hodnotici
kritéria jsou pouZita aromaticita, stfedni molekulova hmotnost M, a v neposledni radé
i obsah specifickych funk¢nich skupin a substituentli, kterymi jsou substituovany
aromatické jednotky izolovanych HK. Nicméné na zakladé peclivé interpretace
infracervenych spekter byla nalezena dominantnéjsi diference, ato v pripadé
absorp¢niho pasu lokalizovaného v oblasti vinoc¢tl 1110 cm-1, ktery lze jednoznacné
priradit valen¢ni vibraci Si-O vazeb v silikatech, jako je kaolinit a dickit, které maiji
prevazné Al3+ kationy situovany v oktaedrické poloze. Interpretace tohoto absorp¢niho
pasu byla velmi ulehcena v souvislosti vysokého obsahu nespalitelného podilu tj. popela,
kterymi se vyznacuji vzorky HK Balsha a Kostolac.

VSechny lignitické HK byly charakterizovany pouze jednou fluorescen¢ni doménou A
(&) - fulvic-like, ktera byla lokalizovana v oblasti vinovych délek 255-265/460-505 nm
(Aex/Aem). Jak je dolozeno v predeslych publikacich, tak tato fluorescencni doména je
obvykle spojovana s riizné substituovanymi jednoduchymi aromatickymi systémy anebo

9 Doskocil, L.; Burdikova-Szewieczkova, ].; Enev, V.; Kalina, L.; Wasserbauer, ]. Spectral characterization
and comparison of humic acids isolated from some European lignites. Fuel, 2018, 213, 123-132.
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lipidy, jako jsou steroidy. Na tomto misté je nutné ¥ici, Ze oproti naSemu ocekavani
nebyly v prislusnych EEM spektrech identifikovany dalsi fluorescen¢ni maxima, ato C
() - humic-like anebo V, které byly pozorovany ve vodnych a chloroformovych
extraktech téchto kaustobiolitd. Nicméné je zapotiebi zdlraznit, Ze EEM spektra HK
izolovanych zligniti lze pouZit jako otisky prstd (fingerprint) krozliSeni HK
pochazejicich z riznych piirodnich zdroji tzn. raselina, ptda, sediment, sladkovodni
zdroje, antropogenni OM aj.

Ackoliv by se na prvni pohled mohlo zdat, Ze absorp¢ni poméry a fluorescencni indexy
nejsou schopny vyznamnéjSi senzitivity k prostudovani jednotlivych strukturnich
a morfologickych zmén izolovanych HK, tak na druhé strané lze rici, Ze lignitické HK
vznikaji pfeménou velmi podobného organického materiali se srovnatelnym stupném
zralosti.

Rentgenova fotoelektronova spektrometrie (XPS) odhalila, Ze organicky dusik je
v hnédouhelnych HK vazan ve formé pyrrold (70-82 %) a amoniovych kationt (18-
30 %). Déle, sira je majoritné piitomna ve formé sulfidi a thiofend (67-69 %). Nicméné
ve struktuie téchto HK byly identifikovany inezanedbatelna mnozstvi siry, které je
vazana v podobé sulfonyld (21-33 %) asulfoxidd (4-12 %). Posledni dvé zminéné
varianty organické siry jsou pravdépodobné ukazateli povrchové oxidace siry, ktera je
ptitomna v téchto HK.

V obecném pohledu na dosazené vysledky miiZzeme konstatovat, Ze obsah popela
a extrakéni vytézek HK bude dominantnim kritériem pro pouZiti téchto kaustobiolith
v oblastech, jako jsou PPL, ptidni kondicionéry, ristové stimulanty aj.

6 STUDIUM OM HUMIFIKOVANYCH
BIOODPADU

Snahou mnoha evropskych zemi, ale iCeské republiky je efektivni nakladani
s biologicky rozlozZitelnymi odpady (BRO), které by omezilo ukladani této organické
hmoty na bézné sklddky komunalniho odpadu. Aby byla nase predstava o této
problematice ucelena, tak si zde polozme vycet hlavnich producentii biologicky
rozloZitelného odpadu. Jedna se zejména o odpady zemédélské, zahradnické, lesnické,
potravinaiského a celulézarského primyslu, dale bychom mohli do této kategorie
zaradit odpady pochazejici z kozedélného a papirenského primyslu, tak jako i odpady
Cistirenskych a vodarenskych kald [27-30]. Nicméné posledni dva jmenované druhy
BRO si zaslouzi zvySenou naSi pozornost, ato zejména zdlvodu jejich moZného
environmentalniho rizika pri jejich zpracovani a nasledného pouziti ve formé kompostt
¢i jinych stabilizovanych forem OM. Tato obezietnost vyplyva z Casto nadlimitnich
koncentraci tézkych kovil, antropogennich organickych sloucenin, jako jsou barviva,
1éc¢iva, PAH (polyaromatic hydrocarbons) v téchto odpadnich surovinach. V dnesni dobé
je nakladani stémito odpady reprezentovano dvéma hlavnimi cestami, a to bud
v podobé jejich priimyslového kompostovani, anebo pouziti jako vstupni suroviny pfri
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vyrobé tzv. biouhlu!®. Na tomto misté je nutné rici, Ze pravé pyrolyzni zpracovani
Cistirenskych avodarenskych kali je velmi dobrou alternativou zpracovani téchto
environmentalné rizikovych odpadt.

6.1 Pirirodni kompost jako vhodna pidni pomocna
latka pro dalsi jeji transformaci v pidé

Pokud bychom méli v kratkosti definovat proces kompostovani, tak se jedna o aerobni
exotermni pfeménu biologicky rozlozitelného materidlu na stabilni OM, kterd je bohata
nejen na obsah HL, ale také na dalsi organické slouceniny vykazujici jistou biologickou
aktivitu.

Design této studiell spocival ve sttednédobém sledovani vlivu aplikace kompostu na
strukturni a chemické vlastnosti ptidnich HK izolovanych z Cernozemé luvické. Tento
maloparcelni pokus byl realizovdn na pddé Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby
v Praze-Ruzyni. Na pokusna policka o rozmérech 3x3 m byl aplikovan piirodni kompost
ve tfech rGznych davkach, ato 124, 239 a 478 t-ha-1, ktery byl nasledné zapraven do
nejsvrchnéjsiho pidniho horizontu A;. Celkova doba tohoto pokusu trvala 3 roky,
pricemz jednotlivé neporusené plidni vzorky byly odebirany po kazdém roce inkubace
kompostu. Hlavnimi surovinami pro zaloZzeni kompostu byly cerstvé posecena trava,
listi, drevni $tépka a omezené mnoZstvi sldmy. Jednotlivé vzorky HK byly izolovany
z nativni a oSetfené plidy, tak iz prirodniho kompostu, ktery byl na pokusna policka
aplikovan. Hlavnim metodickym pristupem této studie bylo ovérit do jaké miry je
schopna organickd hmota resp. ,mladé HK“ pritomné v kompostu ovlivnit stavajici padni
HK, a to zejména z morfologického, chemického a strukturniho pohledu. Za timto ucelem
byly  vybrany termické aspektrometrické instrumentdlni techniky tzn.
termogravimetricka a elementarnf{ analyza, UV /Vis, FTIR a fluorescen¢ni spektrometrie.

Extrak¢ni vytézky HK jasné ukazuji, Ze bezprostredné po aplikaci kompostu dochazi
v pludé kjejich evidentnimu zvyseni, avsak v del$im ¢asovém horizontu je jejich urcita
Cast eliminovana v procesu mineralizace, jejimiz kone¢nymi produkty jsou COz a H20.
Ale na druhou stranu lze vidét, Ze urcita ¢ast OM je vii¢i mineralizaci netec¢n4, a stava se
tak plnohodnotnou soucasti ptidni organické hmoty resp. HK.

Nicméné, co bylo v této studii zajimavé, je, Ze v disledku aplikovaného kompostu byly
pldni HK charakterizovany vys$sim obsahem reaktivnich funk¢nich skupin, jako jsou
karboxylové, -OH fenolické, etherové a alkoholové, které plni nezastupitelnou tlohu pii
vyZivé rostlin a pidnich mikroorganismu. JelikoZ je humifikace dynamickym a v kazdém
okamziku stale probihajicim biochemickym procesem, tak vznik téchto funkénich skupin
je silné zavisli na uplynulé dobé od aplikace organické hmoty do pidy.

10 Kalina, M.; Sovova, S.; Hajzler, ].; Kubikov4, L.; Trudi¢ova, M.; Smilek, ].; Enev, V. Biochar Texture - A
Parameter Influencing Physicochemical Properties, Morphology, and Agronomical Potential. Agronomy
2022,12,1-16.

11 Enev, V.; Doskocil, L.; Kubikovj, L.; Klu¢akova, M. The medium-term effect of natural compost on the
spectroscopic properties of humic acids of Czech soils. J. Agric. Sci. 2018, 156, 877-887.
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Obrazek 7: Dekompozice a nasledné re-kompozice organické hmoty kompostu v piidnim prostredi.

Dale bylo zjisténo, Ze po aplikaci anasledné inkubaci kompostu jsou ptidni HK
signifikantné charakterizovany vysS$im stupném aromaticity a stfedni molekulové
hmotnosti M,, o ¢emZ nejen vypovidaji vypoctené absorpéni koeficienty a fluorescenéni
indexy, ale i absorp¢ni pasy lokalizované pti 1510 cm™1, které jsou zpravidla ptipisovany
valenéni symetrické vibraci C=C vazeb aromatickych struktur pochazejicich
z dekompozice ligninu.
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V EEM spektru vzorku HK izolované z prirodniho kompostu byly lokalizovany tri
fluorescen¢ni domény, z nichz dvé byly klasifikovany jako A (&) - fulvic-like a tietimu
fluoroforu byl pripsan ptvod T (8) - tryptofan-like, ktery byl lokalizovan v oblasti
vinovych délek 280/345nm (Aex/Aem). Tento fluorofor je v pribéhu humifikaéniho
procesu zcela eliminovan, avsak lze predpokladat, Ze se stava soucasti nové vzniklych
anebo postupné ,zrajicich” ptidnich HK. Tato hypotéza je velmi vérohodné podpoiena
vysledky z elementarni analyzy ainfracervené spektrometrie, kde jak se ukazalo, se
zdaji byt vhodnymi markery posouzeni, jak atomovy pomér C/N, tak iabsorpcni pas
odpovidajici valen¢ni symetrické vibraci C-N adeformacni vibraci N-H vazeb
v sekundarnich amidech.

Jednoznacné se ukazalo, jako nezastupitelnou tlohu maji termické a spektrometrické
technik pri studiu a charakterizaci HK, které jsou v dynamickém procesu humifikace
predmétem neustalych strukturnich, chemickych a morfologickych zmén.

6.2 HK jako indikator zralosti vermikomposttii -
biologicky a fyzikalné-chemicky pohled

Jednou z moZnych cest jak vyznamné urychlit primarni fazi kompostovani a ndslednou
stabilizaci vlozeného biologicky rozlozitelného odpadu (BRO) je vyuziti specifickych
druhti rozklada¢i, kam zpravidla fadime urcité =zastupce dekompozi¢nich
mikroorganismi termofilniho typu (bakterie rodu Thermus a Bacillus sp.) anebo
bezobratlé ZivoCichy rddu Haplotaxida (napt. Eisenia andrei). Pokud jsou pri zakladani
kompostu ajeho nasledném kompostovani vyuzivany zizaly, tak vtéto souvislosti
mluvime o tzv. vermikompostovdni [31-33]. Na tomto misté je nutné podotknout, Ze
dostatecné nevyzraly amadlo stabilizovany kompost muZze zplsobovat mnoho
environmentalnich problémi ¢i rizik. Jedna se predevsim o vyraznou mobilitu fosforu
a dusiku, které mohou byt velmi lehce vyluhovany do ptidniho prostiedi, pokud je takto
nestabilni kompost pouZit jako prirodni hnojivo. Toto tvrzeni nabyva na vaze, kdy je
jako vychozi surovina pouzita chlévskd mrva anebo statkovy hnij s vyraznym podilem
moclvKy. Je nadmiru jasné, Ze v téchto piipadech je nejen ohroZen, piidni ekosystéme,
ale irozsahlé zdroje podzemnich vod. Dal$im faktorem negativné ovliviiujicim rist
rostlin je pokracujici dekompozice ne zcela rozloZeného kompostu, v disledku ¢ehoz je
velmi rychle spotrebovavan Kyslik, jehoZz insuficience primarné nahrava vzniku
fytotoxickych latek. Pouziti nezralych komposti ma velmi ¢asto za nasledek kolonizaci
ptdniho prostiedi patogennimi mikroorganismy, které mohou vlivem destovych srazek
kontaminovat zdroje podzemnich a artézskych vod. Tyto komposty rovnéZ obsahuji
vysoké hladiny amoniakalniho dusiku, organickych Kkyselin a méné rozpustnych
sloucenin, které snizuji kli¢eni semen a rist korenového systému rostlin. Naproti tomu,
vyzralé a stabilni komposty jsou cennymi zdroji nejen huminovych latek (HL) alehce
hydrolyzovatelnych organickych sloucenin (DOM), ale irozsahlé skupiny vyZivovych
prvki tzn. draslik, fosfor, hor¢ik, atd.
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Hlavnim backgroundem odborného ¢lanku s nazvem: ,Characterization of humic acids
in a continuous-feeding vermicomposting system with horse manure!2“ bylo komplexni
zhodnoceni procesu vermikompostovani, ato na zakladé podrobného studia
a charakterizace HK, jejichZ geneze a kvalitativni vlastnosti byly sledovany po celou
dobu kompostovaciho procesu. Za timto tcelem byly pouzity pristupy vychazejici nejen
z teoretické afyzikadlni chemie, ale ity, které vsobé nesou aspekty biologické
a mikrobiologické analyzy.

Hlavnim metodickym piistupem této studie bylo oveérit, zda jsme schopni nalézt
néjaky specificky ukazatel tzn. marker, na jehoZz zadkladé bychom byli schopni
jednoznacné urcit okamzik, kdy jiz vermikompostovany materidl nepredstavuje
environmentaln{ a toxické riziko, a to z hlediska jeho nasledného pouziti jako ,zeleného”
hnojiva. Obecné, organickd hmota kompostovaného anebo vermikompostovaného BRO
obsahuje celou tfadu organickych sloucenin, které se nachazeji vurcitych fazich
chemické premény, atudiz by bylo takika nemozné studovat tento slozity chemicky
systém vjeho nativni podobé. Naproti tomu, je velmi dobfe znamo, Ze v pribéhu
dekompozice OM jsou zjednotlivych stavebnich jednotek, které jiz prosly urcitou fazi
premény ,syntetizovany" stabilnf frakce OM, kam zpravidla fadime huminové latky, 1épe
feceno HK. Z toho vyplyva, Ze pravé tyto biokoloidni slouceniny se zdaji byt vhodnymi
indikatory jakosti resp. zralosti komposti a vermikompostt. Dalsi neocenitelna vyhoda
téchto sloucenin spociva v tom, Ze jsme schopni tyto biokoloidni latky pomérné velmi
lehce izolovat z piivodni matrice, aniz bychom se dopustili jejich vyznamné kontaminace
ostatnimi organickymi slou¢eninami pritomnymi v ptivodni matrici OM.

Za ucelem studia a kvalitativni charakterizace téchto biokoloidnich sloucenin byly
vybrany jak termické aspektrometrické instrumentdlni techniky, tak imetody
mikrobiologické analyzy.

Extrakéni vytéZzky HK jasné poukazuji na velmi rychlou dynamiku jejich geneze
v pribéhu vermikompostovani koiiského hnoje, jelikoz jiz v prvotni fazi kompostovani
tzn. po péti tydnech se jejich obsah zvysil takika dvojndsobné. Nicméné si miiZeme
povsimnout, Ze tento trend byl v dalSich fazich vermikompostovaciho procesu nahrazen
jistym zlomem, od kterého se obsah HK zvySoval jen velmi pozvolna anebo ziistaval
takika neménny tj. stari kompostu 6-12 mésicl. Lze jasné dolozit, Ze pravé od této doby
se HK stavaji spiSe strukturné stabilnéjSimi resp. jejich molekularni morfologie je
vyznamné pozmeénovana chemickymi procesy, jako jsou kondenzace, demethylace
a oxidace.

Tyto vysledky jsou ve velmi dobré shodé se zavéry vyplyvajicich zinfracervené
spektrometrie (DRIFT), kdy jako hodnotici kritéria byly pouZity absorpéni poméry
vypovidajici o aromati¢nosti/alifaticité arelativnim obsahu karboxylovych funkénich
skupin, kterymi jsou aromaticka jadra HK substituovana. V celkovém pohledu na ziskané
vysledky lze Kkonstatovat, Ze v pribéhu kompostovani dochazi uvzniklych HK
k evidentnimu nartistu aromaticity a obsahu reaktivnich -COOH funk¢nich skupin.
Avsak pomérné zajimavym zjiSténim vtéto studii bylo, Ze vpribéhu
vermikompostovaciho procesu dochazi ik postupnému sniZeni stfedni molekulové

12 Hanc, A.; Enev, V.; Hrebeckova, T.; Klucakova, M.; Pekar, M. Characterization of humic acids in a
continuous-feeding vermicomposting system with horse manure. Waste Manag. 2019, 99, 1-11.
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hmotnosti M, izolovanych HK. Jistou p¥itaZlivost tohoto zjisténi miiZzeme vidét zejména
v tom, Ze v pripadé geneze piirodnich HK, at' uz jsou izolovany ze sedimentd, raseliny,
pldy (prirodnich ekosystémi) se s jejich postupnym starim zvysuje ijejich molekulova
hmotnost. Tento fenomén lze jednoduse vysvétlit tim, Ze ,Cerstvé“ HK izolované
z vermikompostu obsahuji doposud ne zcela degradované biopolymerni slouceniny, jako
je lignin, celuléza, bilkoviny atd. viz napf. absorpc¢ni pasy odpovidajici sekundarnim
amidlim, ligninu a v neposledni Fadé i polysacharidtim.
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Obrazek 8: Biologické a fyzikalné-chemické aspekty vermikompostovani OM kotiské mrvy.

Jak se ukdazalo, tak ksignifikantnimu posouzeni zralosti vermikompostu lze bez
jakychkoliv pochybnosti pouZit instrumentalni techniku fluorescen¢ni spektrometrie
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resp. méfeni excitatné-emisnich spekter (EEM). Jako indikatory zralosti a stability
(vermi)kompostli lze pouzit specifické fluorescentni domény, které jsou traditné
rozdéleny na dvé skupiny, a to na: (i) huminové fluorofory a (ii) ne-huminové fluorofory,
které odpovidaji bilkovinnym sloutenindm a polypeptidovym fragmentim. V EEM
spektrech HK primeérného stari 1-6 mésict byly identifikovany fluorescen¢ni domény T
(8) - tryptofan-like, které byly lokalizovany takika pri stejnych vinovych délkach
excitace a emise tzn. 275-280/335-340 nm (Aex/Aem). Naproti tomu, vzorky HK, které
byly izolovany z vermikompostl starsich jak 6 mésicli, byly od téchto ne-huminovych
fluorofort prosté, avsak vjejich EEM spektrech byly spatfeny dvé nové fluorescencni
domény. Blize se jednalo o fluorofory, které 1ze dle zavedené klasifikace specifikovat
jako C (o) - humic-like, jejichZ ptresna pozice v EEM spektrech byla dana nasledujicimi
vlnovymi délkami: (i) C1 (o1): 330-335/440 nm (Aex/Aem) a (i) C2 (a2): 385-390/445-
440 nm (Aex/Aem).

JelikoZ se tzv. ne-huminové fluorofory mohou obvykle vyskytovat iv HL a DOM
zna¢ného stafi aktomu odpovidajici stabilité, tak jako vhodny marker k posouzeni
stability a z ni vychazejiciho kritéria environmentalniho rizika ¢i fytotoxicity byla urcena
pritomnost humic-like fluorofori ve sledovanych EEM spektrech. Jinymi slovy, vySe
zminéné fluorescencni domény lze sjistou vyhodou pouzit kposouzeni zralosti
vermikompostli, a mozna, iobecné primyslové kompostovanych BRO, pri jejichz
dekompozici nebylo pouzito specifickych rozkladact, jako jsou kalifornské zizaly.

Na zakladé mikrobiologické analyzy (populace hub, bakterii, aktinomycet, gram-
pozitivnich a gram-negativnich bakterii) bylo zjisténo, Ze nejvyssi vyskyt téchto
rozklada¢l byl vnejmlads$i vrstvé vermikompostu tzn. stifi 5 tydnd. Obdobnych
vysledkli bylo dosazeno iv ptipadé, kdy byly vjednotlivych vrstvach vermikompostu
pocitany pritomni jedinci Eisenia andrei. Jednotlivé populace téchto rozkladaci se
kvantitativné sniZzovaly ve sméru od nejmladsi vrstvy, az po tu nejstarsi tzn. stari 1 roku.

7 ORGANICKA HMOTA HNEDEHO UHLI -
LIGNITU

Na tomto misté bychom si mohli polozit fecnickou otdzku: Proc¢ je hnédé uhli resp.
lignit stale predmétem neutuchajiciho zajmu mnohych védeckych skupin, i kdyz se touto
problematikou zabyvdme od doby, kdy byla ,pramati“ chemie diferenciovdna na své
specifické obory. Hnaci sila tohoto zajmu muze byt spatiena pravé ve snaze hledani novy
neenergetickych aplikaci téchto kaustobiolit [34-37]. Na druhou stranu je jasné, Ze bez
hlubsiho pochopeni struktury asloZeni, ato ina molekularni drovni by jejich dalsi
aplika¢ni rozvoj nebyl mozny.

Pii studiu organické hmoty kaustobiolitli ¢i jejich specifickych frakci, jako jsou
huminové latky alehce hydrolyzovatelné organické slouceniny se ndm obecné nabizeji
dvé cesty, kterymi lze tyto slouceniny charakterizovat. Konkrétnéji se jedna
o instrumentalni techniky, pfi kterych je vzorek OM podroben destruktivni fragmentaci,
anebo je analyzovan v neporuSené podobé. Pohledem zkuSeného fyzikalniho chemika je
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oc¢ividné, Ze kazda ztéchto cest vsobé skryva sva pozitiva, ale inegativa. V pripadé
pouziti destruktivnich metod, kam zpravidla tradime chemické ¢i pyrolytické
instrumentalni techniky (termicka analyza, termochemolyza atd.) lze jejich benefit
spatrit pravé vtom, Ze jsme schopni jednoznacné urcit nizkomolekuldrni fragmenty,
které jsou produkty degradacniho procesu. Na druhou stranu musime mit na paméti, Ze
v pribéhu dekompozice OM miZe dochazet k sekundarnim reakcim, jako je preskupeni,
praskani kovalentnich vazeb, hydrogenace avneposledni radé ipolymerace, atudiz
interpretace ziskanych experimentalnich vysledkd muze byt nékdy svizelna. Naproti
tomu, nedestruktivni instrumentalni techniky (NMR, FTIR, XPS, XRD, UV/Vis, XANES
atd.) vySe zminéné nezadouci sekundarni reakce eliminuji, avSak na druhé strané lze
také hovorit o jejich niz$i molekuldrni specifité [38]. Jinymi slovy, tyto instrumentalni
techniky ndm poskytuji informace o celkovém chemickém sloZeni a dominantnich
strukturnich motivech analyzované slouceniny, pricemZ specifické slouceniny jsou
obvykle obtizné identifikovatelné.

7.1 Pyrolyzni techniky pri studiu organické hmoty
jihomoravského lignitu

Hlavni myslenkou této pracel3 bylo prozkoumat degradacni mechanismy probihajici
v pribéhu pyrolyzy OM lignitu ana zakladé identifikovanych produktd se pokusit
o celkové zhodnocenf jednotlivych stavebnich jednotek, které by podaly jasné informace
o puivodni organické hmoté tohoto kaustobiolitu. Jelikoz, zakladni primérné sloZeni
hnédého uhli nezahrnuje nejen spalitelny podil (huminit, liptinit, HL, lehce
hydrolyzovatelné ¢i vodou extrahovatelné organické slouceniny), ale i vyznamnou ¢ast
anorganickych sloucenin (popelovin), tak bylo nutné nativni vzorek dale upravovat. Za
timto ucelem byl vzorek JML podroben extrakci chloroformem (snizeni lipidickych
frakci OM), demineralizaci (sniZeni obsahu anorganickych primeési) a v neposledni radé
iremineralizaci (sorpce CaZ* iontl na zpfistupnénad reakéni mista). VySe zminéné
procedury nam poskytly lepsi interpretovatelnost ziskanych experimentalnich dat. Na
tomto misté bych se rad zastavil, aby bylo mozné podat konkrétnéjsi diikazy o vhodnosti
této strategie.

Demineralizace JML byla realizovana pomoci smésného roztoku HCl a HF, v dtsledku,
¢ehoz doslo k vyznamnému snizeni obsahu anorganickych sloucenin az na polovinu
plivodni hodnoty. Tato purifikacni procedura prispéla kjednoznacné interpretaci
absorpcnich pasti v oblasti tzv. fingerprintu (otisku prstu), kde nastava absorpce nejen
funk¢nich skupin a stavebnich jednotek organickych sloucenin, ale ivySe zminénych
anorganickych latek, jako je kaolinit, montmorillonit, amorfni a krystalicky SiO, kalcit
atd.

Lépe teceno, vdiasledku jednotlivych modifikaci vzorku JML se nam podaftilo
jednoznacné identifikovat absorp¢ni pasy, zda pochazeji z anorganickych ptimeési anebo
jsou otiskem ptitomnosti organickych sloucenin, jako jsou aromaty, alkoholy atd. Mimo
jiné byla iuleh¢ena interpretace vzniklych produkti CHs, CO, COz aH20 pri

13 Doskodil, L.; Enev, V.; Grasset, L.; Wasserbauer, ]. The characterization of South Moravian lignite in its
natural and treated forms using thermal degradation methods. J.Anal. Appl. Pyrolysis, 2017, 128, 83-91.
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termogravimetrické analyze spojené sFTIR detekci (TG/FTIR). Vtomto kontextu
mulzeme Fici, Ze v pripadé studia nejen nativnich kaustobiolitl, ale i HL s vysokym
obsahem popela je vhodné pred jejich samotnou pyrolyzni analyzou zaradit tuto
modifikacni proceduru stavajici se z extrakce volnych organickych sloucenin lipidické
povahy, demineralizace pripadné opétovné remineralizace.

Termochemolyza organické hmoty JML derivatizované pomoci tetramethylamonium
hydroxidu poukazala na bimodalni charakter distribuce linearnich nasycenych
mastnych kyselin (C12-Cz4), pricemz nejvyssi obsah byl detekovan v pripadé kyseliny
palmitové (n-Cis) a montanové (n-Czg). Soubor identifikovanych mastnych kyselin
s celkovym poctem uhliku =20 poukazuje na prevazné rostlinny ptivod OM lignitu.
Naproti tomu, mastné kyseliny s niz$imi po¢ty atomd uhliku tzn. < C20 jsou vylucné
povazovany za indikatory mikrobidlni Cinnosti. Naprostd dominance coniferylovych
resp. guaiacylovych jednotek poukazuje na skute¢nost, Ze organickd hmota JML pochazi
piredevsim z direvni hmoty nahosemennych rostlin (Gymnospermea).
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Obrazek 9: Metody studia chemicky modifikovaného substratu JML za pouziti pyrolyznich technik.
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Infracervena spektrometrie (FTIR) umoznila hlubsi studium dekompozi¢nich zmén
organické hmoty JML v pribéhu pyrolyzniho procesu. Na =zakladé identifikace
prislusnych absorp¢nich pasti anasledného vizudlniho porovnani v pribéhu
pyrolyzniho procesu (tzn. pfi teploté degradace 25 °C, 300 °C, 380 °C, 400 °C, 420 °C,
450°C, 500°C, 550°C, 600°C a650°C) bylo zjisténo, Ze nejméné stabilnimi
strukturnimi jednotkami jsou alkyl- a aryl-ethery sjistym piispévkem karboxylovych
funkénich skupin. V této studii se nam podafrilo zjistit, Ze organickd hmota JML obsahuje
vice ¢i méné stabilni -COOH funk¢ni skupiny, znichZ teplotné nejstabilnéjsimi jsou
konjugované, jejichZ teplota stability byla stanovena na ~ 600°C. Nicméné je zapotrebi
fici, Ze tyto funk¢ni skupiny, pokud se nachdazeji v interakci s anorganickymi ionty napf-.
ve formé chelatd, tak je jejich teplota degradace vyznamné posunuta k vy$sim hodnotam
tj. az 650°C.

Obecné muizeme Fici, Ze teplotné zavisly vznik plynnych produktd (tj. H20, CO, CO»,
CH4) béhem pyrolyzy OM je ve skutec¢nosti odrazem pritomnosti rozlicnych funkénich
skupin a strukturnich jednotek o rtizné tepelné stabilité. Jak vysledky TGA/FTIR analyzy
dokladaji, tak tepelnd degradace lignitu je nejdrive spojena se ztratou fyzikalné vazané
vody (povrchova, porézni atd.), na kterou navazuje celkovd dekompozice OM viz.
teplotni rozsah 200-650 °C. Dvojity pik, jeZ je pritomen v profilu vyvoje obsahu CHa je
s nejvétsi pravdépodobnosti spjat s degradaci rozli¢né substituovanych jednotek lignitu,
z nichZ nejvyznamnéjsimi jsou stavebni jednotky ligninu, pripadné aromatické frakce
HK.

Pyrolyzni profily molekuly CO jsou reprezentovany variabilnim po¢tem maxim, které
jsou silné zavislé na pouZité proceduie upravy JML. Experimentalni vysledky pyrolyzy
nativniho aremineralizovaného lignitu naznacuji, Ze anorganické ionty obsazené
v tomto kaustobiolitu by mohly pilisobit jako iniciatory dekompozi¢nich reakci, které
vedou ke vzniku plynnych produktti CO. Mimo jiné si nelze nepovSimnout, Ze teploty
degradace odpovidajici vzniku CO pokryvaji pomérné Sirokou oblast, a tudiZ se mlizeme
domnivat, Ze emise tohoto produktu je vylucné spojena sdekompozici rozlicnych
prekurzorti a stavebnich jednotek organické hmoty JML.

Napri¢ vSemi vzorky JML jsou profily vyvoje molekul H20 reprezentovany dudlni
charakteristikou. V oblasti nizkych teplot pyrolyzy (25-180°C) nastava vyparovani
vody, ato jak zpovrchu lignitu, tak izjeho péri. Naproti tomu, teplotni maxima
lokalizovana v oblasti vyssich teplot pyrolyzniho procesu odpovidaji kondenza¢nim
reakcim alkyl- a aryl-hydroxylovych skupin. V této souvislosti je nutné poznamenat, Ze
v teplotnim rozmezi 480-500 °C obvykle nastava i dehydratace anorganickych sloucenin
obsaZenych v OM.
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8 ANTROPOGENNI PUDNI POMOCNE
LATKY A PUDNi KONDICIONERY -
LIGNOHUMATY

V soucasnosti se do popredi védeckého zajmu stile vice dostava vyuZziti odpadniho
produktu lignosulfonanu [39], ktery je druhotnym produktem primyslového zpracovani
drrevni hmoty. Nejcastéji se s timto odpadnim produktem muizZeme setkat pfi sulfitovém
zpracovani buniciny, kde tento polyelektrolyt vznika v tzv. procesu de-lignifikace surové
buni¢iny, jehoZ primarnim prekurzorem je biopolymerni sloufenina tj. lignin.
Odstranéni makromolekul ligninu ze surové buniciny spociva v hydrolytickém Stépeni
etherovych vazeb mezi jednotlivymi stavebnimi jednotkami tohoto pomérné stabilniho
biopolymeru.

Tento odpadni produkt naSel své uplatnéni jako vychozi surovina pfi vyrobé
lignohumdtii (LH), které jsou primyslovymi analogy pfirodnich HL. Tyto antropogenni
organické slouceniny jsou nejcastéji pouzivany jako ptirodni biostimulanty v odvétvich
rostlinné a zivocisné vyroby. V kratkosti miZeme ¥ici, Ze tyto biopolymerni slouc¢eniny
maji pomérné $iroké spektrum vyuziti, at uZ mame na mysli zemédeélské, prtimyslové ¢i
veterinarni aplikace. V odvétvich rostlinné vyroby a zemédélstvi nasly tyto slouceniny
uplatnéni zejména pro svoje unikatni fyzikalné-chemické a biostimulacni vlastnosti: (i)
vyznamné snizuji vyluhovani dusiku do plidniho roztoku, ¢imz zlepSuji bilanci tohoto
prvku v pidnim ekosystému; (ii) jsou schopny sniZovat ekologické dopady pesticidi
a dalsich xenobiotik; (iif) priznivé ovliviiuji bazalni respiraci piidy a biologickou aktivitu
pldnich mikroorganismi [40-42].

JelikoZ pfi samotném procesu de-lignifikace je makromolekula ligninu degradovana
na velikostné a strukturné jednodussi stavebni kameny, tak se d4 predpokladat, Ze mezi
jednotlivymi komponenty se budou vyznamné uplatiiovat slabé vazebné interakce,
stejné tak, jak je tomu v piipadé supramolekularniho pojeti struktury piirodnich HL. Jak
jiz bylo zminéno v hlavni ¢asti této habilita¢ni prace, tak supramolekularni struktura je
vyhradné stabilizovdna hydrofobnimi interakcemi anescCetnymi pocty vodikovych
vazeb, lépe feCeno mustki. Pokud bychom méli zminit hlavni diference, kterymi se
odlisuji ty antropogenni ,HL“ od téch prirodnich, tak se zejména jednd o obsah
sulfonovych skupin, které se v prirodnich HL a DOM prakticky nevyskytuji, a pokud ano,
tak jsou indikatory sekundarni oxidace prirodnich matric tzn. nejsou charakteristickymi
funkénimi skupinami vznikajicimi v procesu geneze téchto biokoloidnich sloucenin.
V obecném pohledu mtzeme dale zminit, Ze lignohumaty ve svych strukturach obsahuji
vy$$i mnozstvi kyslik obsahujicich funkénich skupin, jako jsou hydroxylové, alkoxylové,
karbonylové, karboxylové aetherové skupiny. Nicméné je jasné, Ze vramci téchto
antropogennich slou€enin bude panovat ijista strukturni rozdilnost, ktera je prevazné
spjata s podminkami vyroby tzn. teplota, tlak, sloZeni atmosféry v reaktoru atd.
avneposledni fadé i s plivodnim druhem pouzité suroviny, jako je mékké a tvrdé drevo.
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8.1 Difuzni techniky v oblasti studia
supramolekularniho usporadani DOM

Nezbytnym krokem pro popis difuznich experimentti je faktické stanoveni difuzniho
koeficientu D, permeované slouceniny tj. lignohumatu v agar6zovém hydrogelu pomoci
tzv. difuznich pdrii, které jsou tvoreny donornim a akceptorovym médiem. Pokud se obé
Casti difuzniho paru povazuji za semi-nekone¢na média, tak difuzni koeficient miiZze byt
vypocten dle druhého Fickova zakona [43]:

1 X
Cxt = CoeTfc—F=; (D
2 2/Dpt

kde cx: je koncentrace lignohumatu v urcité vzdalenosti a ¢ase; Dy je efektivni difuzni
koeficient. Z matematického zapisu vyplyva, Ze koncentrace difundované sloZky na

, .y v o 1z co
rozhrani (¢;) je ¢asové nezavisla a rovna <)

Celkovy difuzni tok mg ktery prochazi rozhranim mezi darcovskym (donorovym)
a akceptorovym hydrogelem (x = 0) v ¢ase t je definovan vztahem:

/D t
my = Co Th (2)

Efektivni difuzni koeficient lignohumdatu v agar6zovém hydrogelu byl vypocten na
zakladé rovnice (2) ajeho primérna hodnota byla stanovena na 1,46-10-10 m2-s-1,
Néasledné byla tato hodnota difuzniho koeficientu pouzita pro vypocet difuznich profild
lignohumatu v pripravenych hydrogelech.

Experimentalni data jasné dokladaji, Ze tento matematicky model je ve velmi dobré
shodé s faktickym priibéhem difuze realizovanym pomoci tzv. difuzniho part. Nicméné
vtéto praci byly pozorovany pomérné zajimavé aspekty, které mizeme rozdélit do
nasledujicich bodi: (i) koncentrace lignohuméatu donorového média v blizkosti rozhrani
byla vyssi nez Yco po prvnim dni difuze; (if) po nékolika dnech probihajicim difuznim
experimentu se koncentrace lignohumatu na vnéjsi strané donorového média sniZila, ale
zaroven byl pozorovan narlst Koncentrace na vnitfni strané donorového média
(rozhrani difuzniho paru); (iif) srostoucim fasem difuze byly pozorovany skokové
zmény koncentraci lignohumatu. Jednou zmoznych mysSlenek, jak toto ponékud
anomalni chovani vysvétlit lze nalézt vtzv. filtranim ucinku agarézy, jez je ve
skute€nosti dana primérnymi hodnotami velikosti port a Stokesova hydrodynamického
poloméru ¢astic lignohumatu.

Na zakladé dynamického rozptylu svétla (DLS) byla stanovena hodnota polydisperzity
0,1 hm. % roztoku lignohumatu ataké jeho primérna hodnota {-potencialu, ktera
poukazovala na pomérné vysokou stabilitu téchto disperznich ¢astic ({-potencial ~
-40 mV). Pomérné cennym vysledkem této studie bylo, Ze hodnoty absorp¢niho
koeficientu Es4/E¢ jsou dobrymi indikitory stfedni molekulové hmotnosti M,.
zejména z divodu, Ze kdanému popisu lze pouzit nasledujici distribucni funkce: (i)
intenzitni; (if) objemovou a (iii) po¢etni. Tuto interpretatni nevyhodu miiZeme spatfit,
pokud srovname distribu¢ni kiivky intenzitni anebo objemové s krivkami pocetnimi,
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které reflektuji fakticky pocet ¢astic urcitych velikosti. Jinymi slovy, distribu¢ni pocetni
krivka méla mono-modalni charakter, oproti ostatnim distribu¢nim kiivkam, které se
vyznacovaly tri-modalnim priibéhem. Tento eminentni rozdil je ve skutec¢nosti zptisoben
tim, Ze velkych Castic zabirajicich velky objem bylo ve vzorku lignohumatu jen velmi
malo. AvSak vobecném pohledu na dosazené vysledky muzeme fici, Ze lignohumat
obsahuje vice frakci, jez se odliSuji zejména svoji pohyblivosti. Nicméné musime mit na
paméti, ze kazdy studovany systém, at uz mame na mysli roztok lignohumatu di
nativnich HL se vyznacuje specifickou koloidni stabilitou, ktera hraje velmi dileZitou
ulohu v jejich (supra)molekularni organizaci.
agardzovy hydrogel + 0,1 hm. % LH

()
neustilena difuze

agarézovy hydrogel
e o (difuzni par)

akceptorovy prostor donorovy prostor (LH) deemaasense
difuzni tok

(i)
neustalena difuze
(difuze z roztoku LH do agardézového hydrogelu)

donorovy prostor (LH)

akceptorovy prostor
-

-

=

kyveta po difuznim experimentu

12
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Obrazek 10: Difuzni experimenty difuzniho paru a difuze z roztoku LH do agarézového hydrogelu.
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Hodnota absorpéniho koeficientu E4/Es se velmi citlivé méni s polohou v difuznim
paru, ato tak, Ze zvySeni koncentrace lignohumdatu v donorové casti hydrogelu je
doprovazeno snizenim tohoto Vis koeficientu. Ve skutecnosti to znamen3, Ze vétsi frakce
lignohumatu se hromadily pted rozhranim difuzniho paru, a tudiZ mohly prochazet jen
s velkymi obtiZzemi. Naproti tomu je vidét, Ze donorovy prostor efektivné opousti mensi
frakce lignohumatu, které difunduji pres rozhrani do prostoru akceptorové kyvety
(hodnoty absorp¢niho koeficientu byly v tomto prostoru vyssi). Tyto zmény distribuce
velikosti ¢astic v donorovém a akceptorovém prostoru jasné dokladaji, ze difuzni
procesy mohou vést k reorganizaci supramolekularni struktury. Jinymi slovy, v pribéhu
difuzniho procesu mohou vznikat azanikat slabé vazebné interakce, kterymi jsou
lignohumaty resp. HL formovany do tzv. supramolekuldrni struktury.

Abychom mohli podrobné porozumét mechanismu difuze lignohumatu, tak byla tato
studie doplnéna o dalSi experimenty spocivajici v difuzi této bioaktivni slouceniny
(roztok LH) do agarézového hydrogelu. Vypoctené hodnoty absorpéniho koeficientu
E4/E¢ (zdrojovy roztok lignohumatu) v pribéhu difuzniho procesu Kklesaji, a proto se
miiZzeme domnivat, Ze v roztoku zidstavaji méné mobilni frakce LH, které se vyznacuji
vyssi stfedni molekulovou hmotnosti. Naproti tomu, mensi castice velmi ochotné
difunduji do objemu agar6zového hydrogelu. Mimo jiné si nelze nepovSimnout, Ze
absorpéni koeficient v blizkosti rozhrani nabyva své maximalni hodnoty, coZ bychom
mohli interpretovat tak, Ze vrstva hydrogelu v blizkosti rozhrani je postupné nasycena
asticemi o niz$i M. Nicméné& pokud porovname ziskané experimentaln{ data, a to jak ze
zdrojového roztoku, tak i z média akceptoru, lze pomérné jasné vidét, ze difundované
frakce LH jsou v porovnani sdonorovym médiem ponékud vét$i. Tento aspekt je
zejména zietelny v pocatku difuzniho experimentu tzn. 0-50 h. JelikoZ molekularni resp.
nadmolekularni organizace lignohumatu mize v riznych prostiedich probihat odli$né,
tak je zapottebi se touto problematikou zabyvat i nadale. Na tomto misté si dovolim
uvést dal$i experimentalni podminky, které si zaslouZi naSi zvySenou pozornost: (i)
koncentrace zdrojového roztoku LH a HL; (ii) velikost péri v objemu hydrogelu a s ni
spojend homogenita; (iif) hodnoty pH a iontové sily roztoku; (iv) molekularni organizace
téchto biokoloidnich sloucenin s ohledem na zvolené experimentalni podminky.
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9 PAR SLOV ZAVEREM

Hlavnim cilem této habilita¢ni prace bylo podat Ctenafi jasné diikazy o nezastupitelné
uloze fyzikalni chemie, ktera se stala jednou z hlavnich hybatelek dosavadniho védéni,
jakoZ i neotielych myslenek a pohledl v oblastech, jeZ jsou neodmyslitelné spjaty s tzv.
prirodni organickou hmotou. Jinymi slovy bychom mohli fici, Ze pravé tato hmota je
jistym spojovnikem mezi Zivou a nezivou piirodou na nasi planeté Zemi.

.....

predstaveni daného védniho oboru, kde jsou ¢tenari predlozeny myslenky dosavadniho
védéni, nicméné lze vtéchto odstavcich nalézt i celou fadu konkrétnich vyzev, které
vsobé nesou jisty potencial kdalsimu védeckému zijmu ¢i experimentalnimu
rozpracovani. Jinymi slovy mtzeme ¥ici, Zze dil¢i tispéchy v poznani organické hmoty
nevedou tak kochladnuti védeckého zajmu, ba naopak jsou pomyslnymi klici, které
oteviraji dalS{ moZnosti a sméry budouciho badani.

Pfi psani této habilita¢ni prace jsem se mnohokrat ve své kancelafi ocitl ve stavu
uplného ticha asamoty - nikym neruSen. Vtéchto chvilich, jak spravné formulovat
jednotlivé véty a odstavce této prace, mi velmi ¢asto vytanuly na mysli vzpominky, které
jsou datovany od bakalarského studia az doposud.

Vtéto souvislosti bych rdd podékoval vSem mym pedagogickym avédeckym
mentorim, koleglim a v neposledni radé i ne méné studentiim. VSichni tito jmenovani se
podileli na formaci mé akademické osobnosti na zdejsi fakulté, ato zejména, Ze jsem
mohl byt ovlivnén jejich zkuSenostmi, znalostmi, otevienym osobnim pfistupem, pili
a nadSenim pro védu.
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ABSTRAKT

Habilitaéni prace predstavuje autoriiv pohled na fyzikalni chemii jako na klicovy chemicky obor
studia prirodni organické hmoty resp. huminovych latek, které se nachazeji v neustalé dynamické
interakci s rozliécnymi prirodnimi ekosystémy.

V uvodni ¢asti habilitacni prace autor predstavuje sviij osobni pohled na soucasny stav chemie
humusu vkontextu historického vyvoje, ktery prednostné vychazi zdosavadnich poznatki
celosvétového vyzkumu. Fyzikalni chemie jako samostatny védni obor vsobé nese bezbiehy
potencial k utvareni novych myslenek a cest, které by vedly k obohaceni tohoto védniho oboru.

Dale autor predklada svij subjektivni pohled na hlavni vyzvy, kterym v soucasnosti chemie
humusu celi, iurcité disharmonie, které stdle panuji, itak velementarnich oblastech, jako je
strukturni ,architektura“ huminovych sloucenin.

Druha cast habilitacni prace pak shrnuje vlastni prinos autora k rozvoji sou¢asného stavu poznani
v této védni discipliné. Tato ¢ast je tematicky a logicky rozdélena do dvou autonomnich sekci, které
jsou doplnény o jednotliva ,intermezza“, ktera ve své podstaté shrnuji autortiv pohled v oblasti
fyzikalni chemie huminovych sloucenin, aplikace fyzikalni chemie v oblastech geneze, humifika¢niho
procesu, supramolekularnitho pojeti struktury, fyzikalné-chemickych vlastnosti, mikrobiologie
a v neposledni fadé i vyzkumu a vyvoji pidnich pomocnych latek na bazi HL/prirodni OM.

Pomyslnou Ariadninou niti habilitacni prace je snaho o seznameni ctenare s dosud diskutovanymi
¢i nevyjasnénymi otdzkami, které jsou autorovym hnacim motorem pfti studiu téchto biokoloidnich
sloucenin. V autorové védecké praci mizete vidét riizna témata zajmu - zakladni fyzikalné-chemicky
pohled, jez je zaméfen na moderni nastroje chemie, zakony termodynamiky a koloidni chemie,
pricemz nelze neodhlédnout od oblasti, jakou predstavuje supramolekuldrni pojeti HL, biologicky
aspekt humifikace aosobitd metodologie, jez se vyznamné opira onastroje modernich
spektrometrickych metod.

ABSTRACT

The habilitation thesis presents the author’s view of physical chemistry as akey chemical
discipline for the study of natural organic matter and humic substances, which are found in constant
dynamic interaction with different natural ecosystems.

In the introductory part of the original habilitation thesis, the author presents his personal
perspective on the current state of the humus chemistry, in the context of historical milestones,
which are inextricably linked to scientific knowledge of the worldwide research to date. In his
opinion, the physical chemistry as an independent scientific tool has potential contributed to the
formation of new ideas and ways, which would lead to the enrichment of this scientific field.

Furthermore, the author presents a subjective view of the main challenges that humus chemistry
currently faces, as well as the disharmony which still prevails in such elementary area as a structural
“architecture” of humic substances.

The second part of the habilitation work then summarized the author’s own contribution to the
development of the state of knowledge in the scientific discipline. This part is thematically and
logically divided into two sections, which are supplemented by individual “intermezzo“ that
summarized the author’s scientific view in the field of physical chemistry of humic substances, the
application of physical chemistry in the field of genesis, humification process, supramolecular
architecture, physicochemical properties and microbiology, and in research and development of
auxiliary soil substances (ASS) based on HS/raw NOM.

The imaginary Ariadne’s thread of this habilitation thesis is effort on acquainting the reader with
the still debated or unclarified questions, which are the author’s driving force in the study of these
biocolloid substances. In the author’s scientific work you can see different research topics -
a fundamental physicochemical view, focused on the modern tools of chemistry, laws of
thermodynamics and colloidal chemistry, supramolecular architecture, biological aspect of
humification, and distinctive methodology based on physicochemical and modern spectroscopic
methods.
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