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Abstrakt

Metodika se zaméruje na fyzikalni frakcionaci ptidniho organického uhliku (SOC) podle velikosti a
hustoty castic, coz je klicové pro presné stanoveni stabilni slozky uhliku v zemédélské plidé a odhad
jeho doby setrvani. Stabilita uloZeni uhliku je z hlediska mitigace klimatické zmény vyznamné;jsi nez
samotné mnozstvi. Protokol kombinuje separaci podle hustoty s naslednou frakcionaci podle velikosti
Castic, ¢imZ umoZiuje rozdéleni SOC na dvé funkcéné odlisné frakce: labilni ¢asticovy organicky uhlik
(POC) a stabilni minerdlné asociovany organicky uhlik (MAOC). Separace probihd pomoci
polywolframanu sodného (SPT) pfi hustoté 1,86 g ml™ a sita s velikosti ok 50 um. V oddélenych frakcich
se stanovuje obsah uhliku a dusiku, coZ poskytuje ukazatele kvality uklddaného uhliku. Metodika byla
optimalizovdna pro Ceské podminky, aby byla ¢asové i materidlové efektivni, a zahrnuje praktickd
resSeni béznych probléma. Testovani na vzorcich z viceletého polniho experimentu ukazalo, Ze zvyseni
stabilni frakce MAOC je dosaZitelné zejména kombinaci bezorebné technologie, péstovani druhové
bohatych meziplodin, aplikace kompostu ¢i kompostovaného biouhlu a hnojeni dusikem. Samostatné
faktory maji nizky efekt. Vysledky potvrzuji, Ze béiné pouzivany parametr Cox neni vhodnym
indikatorem stability uhliku, zatimco POxC (manganistanem draselnym oxidovatelny uhlik) vykazuje
vysSsi predikéni spolehlivost v odhadu MAOC. Metodika pFinasi nastroj pro presnéjsi hodnoceni
dlouhodobého ukladani uhliku, cozZ je zasadni pro certifikaci uhlikového zemédélstvi, tvorbu politik a
praktické rozhodovani zemédélcl. Frakcionace umozZniuje sniZit nejistotu v systémech MRV, zlepsit

auditovatelnost uhlikovych kreditl a podpofit efektivni hospodareni s padou.
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Abstract

The methodology focuses on the physical fractionation of soil organic carbon (SOC) according to
particle size and density, which is key to accurately determining the stable carbon component in
agricultural soil and estimating its retention time. From the perspective of climate change mitigation,
the stability of carbon storage is more important than the quantity itself. The protocol combines
separation by density with subsequent fractionation by particle size, allowing SOC to be divided into
two functionally distinct fractions: labile particulate organic carbon (POC) and stable mineral-
associated organic carbon (MAQOC). Separation is performed using sodium polywolframate (SPT) at a
density of 1.86 g mI! and a sieve with a mesh size of 50 pm. The carbon and nitrogen content is
determined in the separated fractions, which provides indicators of the quality of the stored carbon.
The methodology has been optimized for Czech conditions to be time and material efficient and
includes practical solutions to common problems. Testing on samples from a multi-year field
experiment showed that an increase in the stable MAOC fraction is achievable mainly through a
combination of no-till technology, cultivation of species-rich cover crops, application of compost or
composted biochar, and nitrogen fertilization. Individual factors have a low effect. The results confirm
that the commonly used Cox parameter is not a suitable indicator of carbon stability, while POxC
(potassium permanganate-oxidizable carbon) shows higher predictive reliability. The methodology
provides a tool for more accurate assessment of long-term carbon storage, which is essential for
carbon farming certification, policy making, and practical decision-making by farmers. Fractionation
reduces uncertainty in MRV systems, improves the auditability of carbon credits, and promotes

effective land management.
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1 Cile metodiky

e Vyvinout standardizovany postup fyzikalni frakcionace pldniho organického uhliku (SOC) podle
velikosti a hustoty ¢astic, ktery umozni presné oddéleni funkénich frakci SOC dle jejich stability.

e  Zajistit spolehlivé stanoveni stabilni slozky uhliku v padé (MAQOC) pro odhad jeho dlouhodobé
perzistence, coZ je zdsadni pro hodnoceni mitigace klimatické zmény.

e Minimalizovat metodické zkresleni a zvysit reprodukovatelnost vysledk( kombinaci separace podle
hustoty a velikosti ¢astic.

e Zvysit dostupnost a pouZitelnost technik frakcionace SOC pro odbornou praxi v Ceské republice,
vcetné optimalizace naklad( a ¢asu.

e Podporit efektivni hospodareni's plidou a monitorovani zachytu uhliku prostfednictvim presnéjsich

analytickych nastrojl pro certifikaci uhlikového zemédélstvi.

2 Vlastni popis metodiky

2.1 Literarni prehled

2.1.1 Padni organickd hmota a jeji slozky

Pudni organicka hmota (soil organic matter, SOM) predstavuje kontinuum organického materialu
v rlznych fazich transformace a rozkladu (Lehmann and Kleber, 2015). Koncepce fyzikalnich frakci
SOM zjednodusuje komplexni povahu SOM na jednotlivé funk¢ni frakce, mezi které patii organicka
hmota asociovand s mineraly (mineral-associated organic matter, MAOM), ¢asticova organickd hmota
tvorena fragmenty rostlin, Zivocich(l a mikroorganismu (particulate organic matter, POM), organicka
hmota asociovana s hrubymi tézkymi casticemi - piskem (coarse heavy associated organic matter,
CHAOM) a rozpusténa organicka hmota (dissolved organic matter, DOM). Padni organicky uhlik (SOC)
obsaZeny v jednotlivych frakcich je definovan jako: organicky uhlik asociovany s jemnou mineraini
frakci (mineral-associated organic carbon, MAOC), tedy asociovany s jilem a prachem/hlinitymi
Casticemi, Casticovy organicky uhlik (particulate organic carbon, POC), organicky uhlik asociovany
s hrubymi tézkymi ¢asticemi (coarse heavy associated organic carbon, CHAOC) a rozpustény organicky
uhlik (dissolved organic carbon, DOC) (Lavallee et al., 2020). Podily SOC alokované v jeho jednotlivych

fyzikalnich frakcich jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka 1 Podil jednotlivych frakci na SOC v orné pldeé.

Frakce Podil ze SOC Zdroj
MAOC ~65 % (Georgiou et al., 2022)
POC (+ CHAOC) ~35% (Georgiou et al., 2022)

DOC 0,05-0,4 % (von Litzow et al., 2007)



CHAOM

Obrdzek 1 Mikrofotografie tfi ptdnich frakci po frakcionaci, zachycené svételnym mikroskopem pri
70ndsobném zvétseni, ilustrujici jejich rozdilnou morfologii a strukturu.

MAOC je integrovan v jednoduchych organickych molekulach, mikroskopickych fragmentech
materidlu prevainé rostlinného plvodu nebo organického materidlu ktery proSel mikrobidlni
transformaci (Angst et al., 2024). Klicovym rozdilem mezi MAOC a POC je schopnost MAOC vazat se na
jemné mineralni povrchy, coZz poskytuje fyzikdlni i chemickou ochranu pred mikrobiadlné Fizenou
mineralizaci (Lehmann and Kleber, 2015). Tato fyzikadlné-chemicka stabilizace organického uhliku
(MAOC) vede k podstatné delsi dobé setrvani v pldé — od nékolika desetileti aZ po staleti — ve
srovnani s POC, jehoZ béZna doba setrvani v zemédélské pldé se obvykle pohybuje v jednotkach let u
volného POC aZ po nékolik desetileti v pfipadé uzavieni v pldnich makroagregatech (Kleber et al.,

2015).

Tyto funkéné odlisné frakce SOC— MAOC a POC —se od sebe lisi velikosti a hustotou ¢astic jichZ jsou
soucasti, predevsim v dlsledku vazby MAOC na jemné minerdlni ¢astice. Frakcionace MAOM a POM
tak mUzZe byt provedena separaci jemnych mineralnich castic z pldni matrice (Leuthold et al., 2024).
Vzhledem k rostoucimu zajmu o sekvestraci uhliku v zemédélskych pladach je zapotrebi vyvinout
metodiku pro frakcionaci SOM optimalizovanou pro Ceské prostredi, kterd umozni presné stanoveni

stabilni slozky pldniho organického uhliku — MAOC.

2.1.2 Vyznam stability uloZeni uhliku pro uhlikové zemédélstvi

Spravedlivé a objektivni zavedeni systému obchodovani s uhlikovymi kredity v zemédélstvi s
realnymi pfinosy pro zmirfiovani klimatické zmény do znacné miry zavisi na odpovédi na otazku, na jak
dlouho dokazeme uhlik uloZit v padé. Hlavnim dldvodem je to, Ze je relativné snadné zvysit mnozstvi
nestabilniho organického uhliku v padé, ktery v ni zUstava pouze v fadu mésicl aZ jednotek let, a tento
uhlik mlzZe byt v dasledku nevhodnych rozhodnuti v hospodareni rozloZzen béhem jednotek let.

Zaméreni se na uhlik uloZeny timto zplsobem by vyvolalo vice kontroverzi nez skutecné zmirnéni



dopadll a prfinosy zavedeni systému, ktery by se opiral o takovy relativné nestabilni uhlik, by

pravdépodobné neprevazily nad naklady.

2.1.3 Rozdéleni zasobniki pidniho organického uhliku z pohledu délky uloZeni

Na zakladé doby setrvani organického uhliku v pidé dostupna literatura podporuje mechanistickou
klasifikaci padniho uhliku do ¢tyf hlavnich skupin: a) labilni formy pladniho organického uhliku (SOC) s
dobou setrvani v rozmezi od dnt do let, b) formy SOC se stfrednédobou délkou setrvani v rozmezi od
let do desetileti, c) organicky uhlik poutany na pldni mineralni slozku - prach a jil (MAOC) s dobou
setrvani v rozmezi desitek azZ stovek let, d) vysoce stabilni uhlik s dobou setrvani delsi nez 1000 let

(Basile-Doelsch et al., 2020; Lavallee et al., 2020; Schmidt et al., 2021; Stoner et al., 2023).

2.1.3.1 Labilni formy uhliku v pidé tvorené rozpustnym organickym uhlikem (DOC) a
volnym fragmentovanym (pevnym cdsticovym) uhlikem (POC) tvorenym

odumfelymi zbytky rostlin a mikroorganismii

Labilni formy zahrnuji snadno dostupné substraty s minimalni fyzickou nebo chemickou ochranou.
Jedna se predevsim o rozpustné slouceniny, jako jsou kofenové exsudaty a rozpustény organicky uhlik
(DOC), stejné jako nechranény casticovy organicky uhlik predstavovany fragmenty zbytkd rostlin i
jinych organismd (POC), které jsou snadno zpracovatelné mikroorganismy a jsou proto silné
ovliviiovany tzv. , primingem® rhizosféry, ktery stimuluje jejich odbouravani v kombinaci s vhodnymi
podminkami prostfedi. Labilni formy uhliku v plidé predstavuji chemicky velmi rozmanitou skupinu,
ktera zahrnuje jak nizkomolekularni labilni slouceniny, jako jsou cukry, organické kyseliny,
aminokyseliny a jiné rozpustné metabolity pochazejici z kofenl/rhizosféry nebo z rané faze rozkladu
zbytkd rostlin a pldnich mikroorganismd, tak i nechranéné rostlinné fragmenty (tzv. volny POC) v
prevazné mite tvofené celulézou a ligninem, které jesté nebyly uzavieny v agregatech nebo poutany
na mineralni frakce pldy (Basile-Doelsch et al., 2020; Stoner et al., 2023). DOC vsak neni jednotné
labilni, protoZe se vyménuje s minerdlnimi povrchy a pouze jeho ¢ast je snadno biologicky dostupna
(Poeplau et al., 2018). To poukazuje na Ustfedni roli pfi tvorbé stabilniho zasobniku uhliku v ptdé
prostfednictvim asociace s mineraly v pidé — MAQC, za predpokladu, Ze labilni vstupy podporuji G¢inny
rst mikroorganism(, maximalizuji produkci snadno sorbovatelné odumrelé mikrobidlni biomasy
(nekromasy) a extracelularnich produkt( (Cotrufo et al., 2013; Sokol et al., 2019; Zhang et al., 2021).
Zaroven vsak labilni uhlik v pldé mUze vyvolat pozitivni priming nativniho SOC (Schmidt et al., 2011) a
vast i k vyCerpavani stabilni frakce MAOC (Li et al., 2021) prostifednictvim sprazenych biologickych a
fyzikadlné-chemickych cest. Vzhledem k tomu, Ze zasoba labilniho organického uhliku v plidé vykazuje

obvykle obrat v fadu nékolika dni aZ nékolika let, je jeho pfima role v obchodovani s uhlikovymi kredity
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vyrazné omezena. Na druhou stranu je tato slozka zjevné klicovym vstupem pfi formovani zasobniku
MAOC a je zasadni pro pochopeni procest, kterymi se uhlik pfeménuje na MAOC nebo naopak prispiva
k vycerpani MAOC zasobniku, které je klicové pro modelovani procesl pfi monitorovani nebo

vykazovani v rdmci systému obchodovani s uhlikovymi kredity.

2.1.3.2 Fragmentovany cdsticovy uhlik (POC) stabilizovany uzavienim v pudnich

agregdtech

Druha skupina organického uhliku v ptdé, s dobou setrvani v rozmezi od nékolika let do nékolika
desetileti, mdZe byt pro obchodovani s uhlikovymi kredity vyznamnéjsi, i kdyz ani zde nelze pfi béZznych
zemédélskych postupech na orné pldé uvazovat o dobé setrvani delsi nez nékolik let. Tato skupina se
sklada z lehkého POC, pochazejiciho hlavné z rostlinnych zbytkd, ktery je chranén pred rozkladem
pGdnimi organismy prostfednictvim uzavieni ve stabilnich padnich agregatech (Lavallee et al., 2020;
von Litzow et al., 2007). Rozsah doby setrvani tohoto uhliku je Siroky, protoZe perzistence POC je velmi
zavisla na kontextu, pficemz hlavnimi vlivy jsou kvalita zbytkd, klima, naruseni/zpracovani pady a
textura/mineralogie pldy (Basile-Doelsch et al., 2020; Lavallee et al., 2020; Luo et al.,, 2020).
Zpracovani plGdy a prejezdy tézké mechanizace, které rozrusuji agregaty pfispivaji vyznamné ke
zkraceni doby setrvani tohoto SOC zasobniku, zatimco sniZzené naruseni a silna agregace podporuji
tvorbu uzavieného POM a delsi perzistenci (Lavallee et al., 2020; Poeplau et al., 2018; von Liitzow et
al., 2007). Teplé a vihké pocasi urychluje rozklad POC, véetné odolnych frakci s vyssim obsahem ligninu.
Kromé toho sttidajici se cykly vihka a sucha, nebo mrazu a tani zvysuji obrat agregat(l, ¢imzZ vystavuji
POC rozkladu (Basile-Doelsch et al., 2020). Z dlouhodobého hlediska vsak klima hraje v rozkladu POC
mensi roli nez zplsob hospodareni a vstupy rostlinnych zbytkd do pldy (Luo et al., 2020). Doba
setrvani POC se také prodluzuje diky odolnym chemickym sloucenindm v rostlinnych zbytcich, které
snizuji rychlost depolymerizace pfitomnych polymernich latek na malé sorbovatelné molekuly, jako je
lignin, lignin-sacharidové komplexy, kutin, suberin nebo krystalickd celuléza zabudovana do
lignocelulézové matrice (Basile-Doelsch et al., 2020; Schmidt et al., 2011). Nedavné studie vSak ukazaly,
Ze vysoky obsah ligninu ma nizsi stabilizacni Ucinek na SOC kvili neefektivnimu mikrobidlnimu
zpracovani (a tim i mensimu poutani ve formé MAOC), coz ma za nasledek spisSe neutrdlni vliv ligninu

na délku ulozeni uhliku v ptidé (Stewart et al., 2007).

2.1.3.3 Organicky uhlik stabilizovany poutdnim na minerdlni frakci pady (jil a prach)

Treti skupinou, ktera z hlediska obchodovani s uhlikovymi kredity predstavuje klicovou frakci SOC
kvlli své dobé setrvani v radu desitek az stovek let, je MAOC. MAOC vsak nelze povaZovat za

nedotknutelny nebo zcela trvaly. Obecné se jedna o nejtrvalejsi zasobu SOC, ale ta zlstava dynamicka,
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a mUzZe byt mobilizovana a rozloZena, pokud podminky napomahaji desorpci, rozpusténi sorbujicich
mineral( nebo intenzivni biologické poptavce na rozklad organické hmoty. Trvalost vyplyva hlavné ze
silnych organo-mineralnich interakci, zejména prostrednictvim vymény ligand( ve vnitini sféfe jilovych
mineral( za oxidy/hydroxidy Fe/Al nebo kationtového mustku k fylosilikdtovym jildm (zejména tam,
kde je hojny Ca?*), vodikovych vazeb/hydrofobnich interakci a pfileZitostné spoleéné precipitace se
sekundarnimi fazemi Fe/Al, jejichz G¢innost zavisi na typu mineralu, pH/iontové sile, hydroklimatu a
saturaci sorpcniho mista (Basile-Doelsch et al., 2020; lJilling et al., 2018; Lavallee et al., 2020). Tyto
vazby jsou v rizné mite reverzibilni a mohou byt naruseny chemicky kompetitivnimi ligandy, zménami
pH/iontd, redukénim rozpousténim nebo biologicky exsudatem fizenym primingem ¢&i upregulaci
enzym(, coZ ¢ini MAOC nachylnym k uvolnéni za nepfiznivych podminek (Basile-Doelsch et al., 2020;
Bramble et al., 2024; Li et al., 2021). MAOC obsahuje molekuly rostlinného i mikrobialniho plvodu.
Terénni a laboratorni studie ukazuji, Ze se jedna spiSe o komplexni smés nez o jediny typ molekuly.
Znacné mnoizstvi lipidQ rostlinného plvodu spolu s fenolickymi slou¢eninami v jilovych mineralech
naznacuje, Ze slouceniny rostlinného plvodu podstatné prispivaji k tvorbé MAOC (Angst et al., 2017).
Komplexni prehled literatury a experimentalni data naznacuji, Ze rhizodepozice ma nejvyssi ucinnost
tvorby MAOQOC (46 %) ve srovnani s kofeny (9 %) nebo vstupy nadzemni biomasy (7 %) (Villarino et al.,
2021). DUkazy z adsorpcnich experimentl a analyz rezidui ukazuji, Ze slou¢eniny bohaté na dusik, jako
jsou aminokyseliny, aminocukry a materidly bohaté na amidy (bilkoviny), jsou pfitomny ve frakci MAOC
ve vyznamnych mnozstvich (Aufdenkampe et al., 2001; Jilling et al., 2018; Whalen et al., 2022).
Transformaci sloucenin bohatych na dusik v rostlinném odpadu mikroorganismy pred spojenim s
jilovymi minerdly a prachem podporuje také zvy$eni §°N a 63C v dlisledku preferenéniho zabudovéni

lehcich izotopl béhem metabolismu (Connin et al., 2001; Kramer et al., 2003).

Jia et al. (2025) uvedli diikazy pomoci znaleni izotopem 3C, Ze mikrobidlni zbytky bohaté na dusik
se preferencné vazou na mineraly jiz pokryté organickymi latkami, spiSe nez pfimo na neobsazené
mineralni mista, coZ vede k vyssimu nasyceni MAOC v souladu s vicevrstvou akumulaci. Nékolik studii
zalozenych na predbézném kondicionovani nebo sekvencnich adsorpénich experimentech s jilovymi
mineraly poskytuje nepfimou podporu pro vicevrstvy model tvorby MAOC (Gao et al., 2018). Qafoku
et al. (2024) uvadéji, Ze adsorbované lipidy nebo aminokyseliny tvofi pocatecni povrchovou vrstvu,
kterd podporuje naslednou adsorpci sacharidli a ligninu prostfednictvim organické vicevrstvé
struktury. Adsorpce lipid{ a aminokyselin vyvolava odpuzovani ferrihydritovych ¢astic, ¢imz se zvétsuje
reaktivni plocha a podporuje se absorpce sacharid(/ligninu. Je proto zfejmé, Ze k tvorbé MAOC v pudé
prispivd celd fada organickych sloucenin, predevsim rostlinného plvodu, ale do znacné miry
transformovanych nebo transportovanych (v pfipadé pldnich hub) pldnimi mikroorganismy, a Ze

vzhledem k afinité pldnich minerald reprezentovanych oxidy/hydroxidy Fe/Al (Souza et al., 2017) a
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dalsich vazebnych mechanismu dochazi k vrstveni rliznych skupin latek, predevsim slouc¢enin bohatych
na N (aminokyseliny, aminocukry, amidové slouceniny), lipid(, fenolickych slouéenin a sacharidd.
Ulohu mikroorganism@l pfi tvorb& MAOC podporuje také vyrazné vétsi délka hyf hub v pGdé,
odhadovand na 15 000nasobek délky jemnych koten(, coz naznaduje, Ze houby mohou navazat vétsi

kontakt s mineraly v ptidé nez kofeny rostlin (See et al., 2022).

Uzaviené mikroagregaty jsou potvrzenymi misty rychlého vzniku MAOC, pfi¢emz nejjasnéjsi signdly
vzniku mikroagregat( s poutanym MAOC jsou patrné u bezorebnych technologii a ponechani zbytk(
rostlin, které zvysuji mnoZstvi organického uhliku v mikroagregatech (Ren et al., 2024), a u organickych
hnojiv, které zvysuji reaktivni Fe/Al a mikrobidlné odvozeny MAOC (Xiao et al., 2016). Izotopové
sledovani ukazalo, Ze rostlinné vstupy rychle tvofi MAOC v agregatech, pficemz MAOC se v priibéhu
Casu zvysuje zejména v uzavienych mikroagregatech (Fulton-Smith and Cotrufo, 2019). Ackoli Meyer
et al., (2024) zjistili, ze mikroagregaty zvysuji dobu zadrzovani uhliku na 62 let v mikroagregatech
uzavrenych ve vétsich agregatech, a na 105 let ve volnych mikroagregatech ve srovnani's volnou pladou
(58 let), z distribuce izotopl uhliku v mikroagregatech je ziejmé, Ze mikroagregaty prochazeji
opakovanymi cykly naruseni a opétovného formovani v plidé, spiSe nez Ze by zlistavaly stabilnimi,
neménnymi strukturami po dlouhou dobu. Dlouhodobé experimenty s konzerva¢nim (bezorebnym)
obdélavanim pady ukazuji, Ze uzavieni mikroagregatl v makroagregatech (okluze) predstavovalo 90—
97% narlstu SOC, coZ naznacuje, Ze okluze je dominantni zasobnik pro akumulaci uhliku, ackoli vétsina
této akumulace byla ve formé POC, protoze MAOC pfispél pouze 25-29% k celkovému narGstu SOC
(Ren et al., 2024). Z hlediska stability MAOC se vyznam okluze mikroagregatli v makroagregatech jevi
jako méné dllezitd a nejasna, pficemz mikroagregaty samy o sobé pravdépodobné hraji klicovou roli
ve stabilizaci MAOC. Mikroagregaty se tvofi z koloidni faze mineralni frakce pady, kterd vytvari asociace
s organickymi slou¢eninami v ptdé. Pyrolyzni ionizacni hmotnostni spektrometrie odhalila, Ze volné
koloidy byly relativné bohaté na méné rozlozené organické slouceniny rostlinného ptvodu, jako jsou
lipidy, suberin a volné mastné kyseliny, zatimco okluzni koloidy tvofici mikroagregaty obecné
obsahovaly vice rozloZzenych a mikrobidlnich organickych sloucenin, jako jsou sacharidy a amidy (Tang
etal., 2022). Tyto vysledky také podporuji vicevrstvou formaci MAOC, pfi které se mikrobidlni produkty
a nekromasa hromadi na mineralnich povrsich pozdéji a hraji dlileZitou roli pfi tvorbé mikroagregata,
kde zUstdvaji uzavieny a chranény pred rozkladem (Fulton-Smith and Cotrufo, 2019; Tang et al., 2022).
Tvorba MAOC zahrnujici organické slouceniny mikrobidlniho plvodu a utvareni struktury
mikroagregatll jsou proto s nejvétsi pravdépodobnosti vzajemné propojené procesy, které vzhledem k
omezené pfitomnosti vétsich pord v mikroagregatech vedou k zasadni stabilizaci MAOC v pUdé (Tang

et al., 2022).
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Soucasna uroven mineralogické saturace orné pady je kolem 31 %, zatimco v pfirodnich
ekosystémech, jako jsou lesy nebo pastviny, je primérna hodnota kolem 46 % (Georgiou et al., 2022).
To naznacuje, Ze degradované nebo intenzivné obhospodafované pozemky maji vétsi potencial ke
zvyseni Urovné saturace uhlikem. Potencial pro ukladani uhliku ve formé MAOC zavisi do zna¢né miry
na kvalité jilovitych minerald. Zatimco vysoce aktivni mineraly, jako je illit, smektit, vermikulit a chlorit
(nap¥. montmorillonit), mohou mit maximalni hodnotu uklddani kolem 86 g C kg?, nizkoaktivni
mineraly, jako je kaolinit a gibbsit, maji maximalni hodnotu uklddéni pouze 48 g C kg™ (Georgiou et al.,
2022). Jesté dulezitéjsi pro ulozny potencidl MAOC je celkovy obsah jilu a prachu v pidé. V pfipadé
chudé piscité pady s obsahem jilu a prachu pouze 25 % (a v pfipadé vysoce aktivnich mineral(, jako je
montmorillonit) je potencial ukladani uhliku v MAOC 21,5 g C kg%, a pro stejny typ minerdl(i s obsahem
jilu a prachu 75 % (nap¥. hlinita pada) je to 64,5 g C kg™. PFi objemové hmotnosti 1300 kg m™ mohou
tyto pldy uloZit pfiblizné 83,9, respektive 251,6 t C ha? v pldnim profilu 0-30 cm. PFi sou¢asné drovni
nasyceni orné pudy (31 %) je potenciél pro dalsi ukladani uhliku v MAOC aZ 57,9-173,6 t C ha’. Tyto
udaje ukazuji, Ze nasyceni MAOC neni klicovym limitujicim faktorem pro dlouhodobé ukladani uhliku v
orné padé, alespon v pfistich desetiletich, i kdyZ se ocekava, Ze vyssi Urovné nasyceni povedou k
poklesu rocniho prirtistku MAOC (Georgiou et al., 2022). Ackoli je obtizné urcit roéni prirdstek MAOC
na zakladé existujicich studii, na zakladé provedené metaanalyzy lze odvodit pfibliznou hodnotu 1,4 %
pfi pouZiti technologie bezorebného obdélavani pldy a pfi integraci dalSich opatreni, jako je péstovani
meziplodin nebo viceletych plodin s chovem hospodarskych zvifat, to mlzZe byt pfiblizné 5 % nebo vice
(Prairie et al., 2023). Pro vySe uvedené modelové pfipady s 25 % a 75 % jilu a prachu predstavuji tyto
hodnoty maximalni ro¢ni potencial pro uklddani do MAOC, ktery se pohybuje od 1,3 do 3,8t C ha™ rok’
1, ACkoli studie nespecifikuje délku trvani experimentd, z nichZ je meta-analyza odvozena, podobné
udaje o maximalnim ukladani uhliku v MAOC jsou také uvadény pro kombinaci bezorebné technologie
a ponechani zbytk( (Adil et al., 2022). Naopak ucinek technologie bez orby ale bez ponechani zbytk(
rostlin je mnohonasobné nizsi, coZ naznacuje synergické ucinky integrace vice postup( hospodareni,

jejichz individualni ucinky na tvorbu MAOC jsou spise nizsi (Adil et al., 2022).

2.1.3.4 Pyrolyticky stabilizovany uhlik

Pyrolyticky stabilizovany uhlik — zndmy také jako stabilni polycyklicky aromaticky uhlik — se dostava
do pldy bud pfirozené béhem lesnich pozari, nebo prostfednictvim aplikace biouhlu, ktery je uméle
vyrabén pyrolyzou a aplikovan do pldy. Studie poskytuji kvantitativni nebo modelové odhady
perzistence pyrolyticky stabilizovaného uhliku v nékolika stoletich az po vice nez 1000 let, coZ potvrzuje
potencial biouhlu pro dlouhodobou sekvestraci uhliku v piddé (Howell et al., 2022; Vorrath et al., 2025).
Stabilita pyrolyticky stabilizovaného uhliku je ovlivnéna typem suroviny, teplotou pyrolyzy a strukturou

pady, ¢i jinymi padnimi vlastnostmi (Adhikari et al., 2024; Fang et al., 2014; Singh et al., 2012). Vysoké
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teploty pyrolyzy produkuji biouhel s vy$sim obsahem stabilniho uhliku, nizs$im obsahem labilnich
sloucéenin jako jsou sacharidy a delsi reziden¢ni dobou, zatimco biouhel z nizkoteplotni nebo rychlé
pyrolyzy obsahuje nepfeménéné celul6zové/hemicelulézové frakce, které se rychle mineralizuji
(Verheijen et al., 2014). Dlouhodobé inkubace ukazuji, Ze biouhel vyrobeny pfi teploté 400 °C se
mineralizuje rychleji neZz biouhel vyrobeny pfi teploté 550 °C, pficemZ primérna reziden¢ni doba se
odhaduje na 90 aZ 1600 let v zavislosti na surovindch a teplotach (Singh et al., 2015, 2012). Biouhel
ziskany z hnoje a nékteré nizkoteplotné pyrolyzované zbytky zemédélskych plodin se mineralizuji
rychleji nez drevény biouhel (Singh et al., 2015). Vlivy druhu stromu v kombinaci s pyrolyzni teplotou
vedly v jednom experimentu k primérné rezidencni dobé v rozmezi 4 az 450 let, coz souviselo s rozdily
v obsahu reaktivniho uhliku rozpustného ve vodé mezi druhy (Singh a Cowie, 2010). Jemnéjsi Castice
a fragmentace biouhlu rovnéz zvysuji povrchovou plochu a pristupnost biouhlu pro mikroorganismy,
coz urychluje uvolriovani CO, (Lutfalla et al., 2017). Vyssi poméry O/C nebo H/C a vys$si koncentrace ve
vodé rozpustné organické hmoty koreluji s vyssi kratkodobou mineralizaci a vyssi teplotni citlivosti
(Singh et al., 2012; Singh a Cowie, 2010). Abiotické starnuti rovnéz zvySuje uvolfiovani rozpusténé
organické hmoty a méni funkénost povrchu, ¢imz zvySuje mobilitu a potencialni reaktivitu biouhlu
mikrobidlni degradaci. Abiotické faktory, jako je fotooxidace a eroze, mély na ztraty pyrogenniho uhliku
mensi vliv. Vzhledem k prevladajicimu biologickému rozkladu pyrogenniho uhliku v padé je ziejmy
vyznamny vliv teploty a vlhkosti. Teplejsi pady zvysuji namérenou mineralizaci biouhlu, zatimco odhady
rezidencni doby se v teplejsSich pGdach odpovidajicim zplsobem zkracuji (Wang et al.,, 2022).
Mikroorganismy rychle spotfebovavaiji labilni frakce biouhlu, pricemz podil labilni slozky se vyznamné
liSi v zavislosti na typu a teploté pyrolyzy. Metaanalyza odhaduje primérnou dobu setrvani labilniho
zasobniku uhliku v biouhlu na pfiblizné 108 dni a recalcitrantniho (stabilniho) zasobniku na 556 let,
pficemz labilni zasobnik predstavuje jen asi 3 % a recalcitrantni zasobnik 97 % hmotnosti v souhrnnych
souborech dat z experiment( s biouhlem (Wang et al., 2016). Ackoli uvadéné hodnoty mikrobialniho
rozkladu biouhlu vedouciho k uvolfiovani CO, se vétSinou vztahuji k labilni uhlikové sloZce, ktera
obecné predstavuje pouze malou ¢ast hmotnosti biouhlu a jejiz rozklad vykazuje zna¢nou ¢asovou
dynamiku v zavislosti na podminkach prostredi a pristupnosti pro mikroorganismy (velikost ¢astic
biouhlu), je z hlediska plateb za uhlikové kredity dileZité spravné vyhodnotit rozdily ve vyrobé biouhlu
z hlediska teploty pyrolyzy a suroviny, které se nasledné odrdzZeji v podilu labilniho uhlikového
zasobniku a rychlosti jeho degradace mikroorganismy, coz ovlivni priimérnou délku uloZeni uhliku a

tim i vysledny mitigacni ucinek aplikace biouhlu.
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2.2 Popis metodiky frakcionace pudniho organického uhliku dle
velikosti a hustoty castic

2.2.1 Charakteristika dilCich frakci

Predstavend metoda fyzikdlni frakcionace vychazi z robustnich védeckych poznatkl a byla
optimalizovana tak, aby byla Uspornéjsi na materidl i potfebny cas ve srovnani s tradi¢nimi
vicestupnovymi metodami frakcionace podle hustoty a velikosti ¢astic. Metodicky koncept vychazi z
pGvodniho protokolu fyzikalni frakcionace vyvinutého profesorkou Francescou Cotrufo z Colorado
University (Lavallee et al., 2020; Leuthold et al., 2024) a z jeho nasledné Upravy pro lesni pldy
realizované profesorkou Johannou Pausch z Bayreuth University (Klink et al., 2022). Obé pracovisté
jsme osobné navstivili, ziskali jsme detailni praktické know-how k provadéni metodiky a obdrzeli jsme
laboratorni protokoly z obou pracovist, které slouzily jako vychodisko pro Upravy a optimalizaci zde

prezentovaného postupu.

Nejprve se oddéli POM na zakladé nizsi hustoty (< 1,86 g/ml) a vétsi velikosti ¢astic (> 50 um)
s vyuZitim sedimentace v roztoku polywolframanu sodného (sodium polytungstate, SPT) a nylonové
tkaniny s definovanou velikosti ok. Zbyly sediment, ktery je tvofen materidlem s vyssi hustotou (> 1,86
g/mL), je dale frakcionovan vodnim prosévanim na jemnozrnnou mineralni frakci MAOM (< 50 um) a
hrubozrnou frakci CHAOM (> 50 um). VSechny frakce je pak zapotrebi zbavit zbytkového SPT pomoci
opakovaného promyvani, aby bylo mozné pfesné kvantifikovat hmotnostni podil frakci MAOM, POM
a CHAOM a mnozstvi organického uhliku v téchto frakcich. Protoze CHAOM a POM vykazuji funkéni i
chemickou podobnost, mlze byt obsah organického uhliku ve frakci CHAOM (CHAOC) zahrnut do POC

pro snazsi a jasnéjsi interpretaci vysledkd (Lavallee et al., 2020).

Béhem dvou let bylo frakcionovano priblizné 300 pUdnich vzorkd pochdazejicich ze dvou lokalit v
blizkosti obce Banin, reprezentujicich rozdilné pldni typy — Rendzic Leptosol (49.67349402374678,
16.45900838058931) a Gleyic Cambisol (49.664285318049956, 16.472683623250106) — klasifikované
podle systému FAO World Reference Base for Soil Resources (WRB, 2015). Na vzorcich z téchto dvou

lokalit byl proveden vyvoj a optimalizace metodiky.

Nasledné byla metodika ovéfena na dalSich 36 vzorcich zemédélskych pld (spole¢né se dvéma
experimentalnimi lokalitami 44 vzork() a doplnény soubor pld tak reprezentoval celkem 7 plidnich
typl a rozdilné zrnitostni sloZeni v rozpéti obsahu jilovitych ¢astic ~10-29 %. Za kli¢ové z pohledu
vyhodnoceni spolehlivosti (hmotnostniho vytéZzku a vytézku uhliku) a opakovatelnosti Ize povaZovat
vedle pudniho typu obsah jilovité frakce a celkovy obsah ptdniho organického uhliku (SOC). Vysledky

tohoto testu jsou uvedeny v sekci 2.7.5 Vysledky a limitace metody.
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2.2.2

Materidl a vybaveni

Vzorek pldy

Roztok polywolframanu sodného (SPT) o hustoté 1,86 g/ml (TC-Tungsten Compounds GmbH)
Deionizovana voda (dH20)

Kohoutkova voda

50ml centrifugacni zkumavky - Pro ucely vdZeni vytézki zvaZte prdazdnou zkumavku bez vicka a
hmotnost napiste na zkumavku.

Nylonova tkanina s velikosti ok 50 um (Screen servis spol. s r.0.)

Analytické nerezové sito s velikosti ok 50 um

Nerezova misa s primérem vétsim neZ nerezové sito

Sklenéné lahve odolné k podtlaku o objemu 250 a 500 ml

Sklenéna nalevka

Stficka

Sklenéné kulicky o priméru 4 mm

Laboratorni rukavice

Filtracni nalevka se zavitem (Thermo Fisher Scientific)

Hladky filtraéni papir s plosnou hmotnosti 80 g m=2 (Papirna Perstejn spol s.r.o.)

Filtr ze sklenénych mikrovlaken s velikosti por 2,7 um (Whatman GF/D) a 0,7 um (Whatman
GF/F)

Vaha (presnost na jednotky mg)

Lyofilizator

Centrifuga s rotorem pro 50ml zkumavky, pozadovana relativni centrifugacni sila 2683 x g nebo
silnejsi.

Laboratorni kompresor

Vortex

Konduktometr

Vakuovy odsdvaci systém (popsany nize)
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2.3 Popis vakuového odsavaciho systému

Vakuovy systém se skladd z kompresoru, pojistné nadoby, stojanu s ovladacimi ventily a stojanu pro
filtracni ndlevky. Kompresor ze systému odvadi vzduch a vytvarfi tak podtlak. Silnosténna modra hadice
vede z kompresoru do pojistné nadoby, ktera zabranuje vniknuti nasavané kapaliny do kompresoru
v pfipadé preplnéni nékteré ze sbérnych nadob. Z pojistné nadoby je vedend hadice po zadni strané
stojanu k paralelné zapojenym pretlakovym ventilim. Odtud vedou hadicky do 250ml sbérnych nadob,
ze kterych vystupuji silikonové manipulacni hadice zakoncené pipetovaci Spickou se sefiznutym

hrotem, umoZzniujicim nasavani ¢astic o velikosti do 2 mm (obr. 2A).

Filtracni nalevka je zhotovena z PET lahve se Sirokym hrdlem. Vicko je provrtano tak, aby po jeho
odsroubovani mohla byt vioZzena nylonova tkanina s velikosti ok 50 um. Po dotazZeni vicka se tkanina
napne a funguje jako filtr (obr. 2B). Promyvani frakce POM probiha v 50ml centrifugacni zkumavce s
obdobné upravenym vickem jako u filtracni nalevky. Extrahovany POM se prenese do zkumavky,
uzavre se nylonovou tkaninou a napne dotazenim provrtaného vicka. Pres tuto tkaninu se dopliuje

destilovand voda stfickou a ndsledné se odsdva pomoci vakuového odsavaciho systému (obr. 2C).

Frakce MAOM se od CHAOM oddéluje na nerezovém situ s velikosti otvord 50 um, které je uloZzeno
v nerezové nadobé o vétsim prdméru nez sito (obr. 2D). Pod uzavérem jedné ze sklenénych lahvi je
instalovan konektor pro pfipojeni vakuové filtracni aparatury. Ta se pouziva k filtraci pouzitého SPT po
osazeni filtrem ze sklenénych vldken uréenym pro velkoobjemové filtrace (obr. 4E). Pro predfiltraci se
pouziva filtracni papir a nasledna filtrace se provadi na filtrech ze sklenénych mikrovlaken s velikosti
péri 2,7 um (Whatman GF/D) a 0,7 um (Whatman GF/F) viz. sekce 2.7.6 Recyklace separacniho roztoku
SPT.
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Obrazek 2 Vakuovy filtracni systém a sestava pro frakcionaci pidy. Kompletni vakuovy filtracni systém
propojujici vyvévu se sbérnymi lahvemi na kapaliny (A). Jednotka pro frakcionaci pldy tvorend
sklenénou lahvi (vpravo) pro sbér kapalin pomoci vyvévy a rucné zhotovenym filtracnim modulem
(vlevo) s 50 um nylonovou tkaninou pro separaci POM a SPT (B). Zkumavka o objemu 50 ml s 50 um
sitkem pro promyvani frakce POM (C). Nerezové sito s velikosti port 50 um s vétsi sbérnou misou pro
oddéleni frakci MAOM a CHAOM (D). Filtracni systém pro SPT s membrdnou ze skelnych vidken o
velikosti poru 0,7 um umoznujici Cisténi a ndsledné opétovné pouZiti SPT (E).
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2.4 Seznam zkratek

CHAOM - Coarse Heavy Associated Organic Matter, organickd hmota asociovana s hrubymi tézkymi

Casticemi (prevazné pisek), ktera pfi centrifugaci v SPT sedimentuje a zaroven je vétsi nez 50 um

CHAOC - Coarse Heavy Associated Organic carbon, organicky uhlik asociovany s hrubymi tézkymi

Casticemi (prevazné pisek). Organicky uhlik obsaZzeny ve frakci CHAOM.

DOM - Dissolved Organic Matter, rozpusténa organicka hmota. Velmi jemna organicka hmota, ktera

nesedimentuje pfi centrifugaci a projde 50um filtrem.
DOC - Dissolved Organic Carbon, rozpustény organicky uhlik. Organicky uhlik obsazeny ve frakci DOM.

MAOM — Mineral-Associated Organic Matter, organickd hmota asociovana s mineraly. Velmi jemna
organicka hmota nebo Castice organického materialu asociované s povrchy jilovych a prachovych

pldnich castic.

MAOC — Mineral-Associated Organic Carbon, organicky uhlik asociovany s mineraly. Organicky uhlik

obsazeny ve frakci MAOM.

POM - Particulate Organic Matter, Casticova organickda hmota. Frakce pldni organické hmoty
s hustotou nizsi nez 1,86 g/cm a zaroven vétsi nez 50 um, tvofeny prevaziné fragmentovanym

rostlinnym materialem.
POC - Particulate Organic Carbon, ¢asticovy organicky uhlik. Organicky uhlik obsazeny ve frakci POM.

SOM — Soil Organic Matter, ptdni organickd hmota. Organicka frakce pldy tvorena vsemi frakcemi

organické hmoty souhrnné. Stanovuje se ve vzorku pldy bez predchozi frakcionace.
SOC — Soil Organic Carbon, plidni organicky uhlik. Organicky uhlik obsazeny v SOM.
SPT — polywolframan sodny, chemicky vzorec Nag[H2W1,040).

TGA-MS — Thermogravimetric Analysis coupled with Mass Spectrometry, termogravimetricka analyza
spojend s hmotnostni spektrometrii. Analyza stanovuje ztratu hmotnosti v ¢ase v zavislosti na narustu
teploty. Hmotnostni spektrometrie zaroven identifikuje a kvantifikuje iontovy proud molekul

uvolnénych pfi termogravimetrické analyze.
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2.5 Casova naroénost protokolu

Cely postup frakcionace pldy, véetné pripravy vzorku a nasledného stanoveni vytézku, vyZzaduje
priblizné 8 hodin prace s pfimym zapojenim (hands-on time) a celkem 150 hodin nepfimého casu
(hands-off time). Samotna frakcionace vyZaduje pfiblizné 5 hodin aktivni prace a 3 hodiny nepfimého
Casu. Tyto Casové Useky se Castecné prekryvaji, takZze pfi nize popsaném postupu dokaze jeden ¢lovék

zpracovat pfiblizné Sest vzork(l béhem standardniho osmihodinového pracovniho dne.

V pripadé zpracovani vétsiho poctu vzorku cas investovany do pfipravy pldnich vzorkl a stanoveni
vytézku stoupd nelinedrné, a to vzdvislosti na dostupné kapacité hluboko-mraziciho boxu a

lyofilizatoru.

2.6 Popis postupu frakcionace

2.6.1 Priprava ptdniho vzorku
1) Ususte pladu v horkovzdusné susarné pri 40 °C po dobu 48 hodin co nejdrive po odbéru vzorka.

2) Rozdrtte a prosejte vysusenou pldu pres sito s oky o velikosti 2 mm.

Pred rozdrcenim odstranite z pudy kameny, protoZe jejich rozdrceni by vedlo k umélému
navyseni podilu frakce pisku a jemné rozdrceni by ¢dstecné vedlo k umélému navyseni jemné

minerdini frakce (jil a prach).

Rozdrcenou pldu Ize skladovat v uzavienych nadobdch pri stdlé teploté, v suchu a temnu. Méjte

na paméti, Ze dlouhodobé skladovdni v nevhodnych podminkdch mize ovlivnit viastnosti ptdy.
3) Navazte 5,5 g rozdrcené a prosaté vysusené pldy do 50ml centrifugacni zkumavky.

Protokol vyZaduje alespori 5 g vzorku po lyofilizaci. Navyseni pocdtecni navdzky o 10 %

zohlednuje predpokladanou ztratu vihkosti behem lyofilizace.

4) Posttikejte povrch pGdy malym mnoZstvim deionizované vody (dH,O) a ponechejte vzorek

zmrznout pfi -80 °C.

Vrstva ledu na povrchu pldy zabrariuje vylétdvdni ¢dstic prachu a jilu ze zkumavek pfi budovdni

podtlaku v komore lyofilizdtoru.

5) Sundejte vicko z centrifugacni zkumavky a lyofilizujte vzorek po dobu 48 hodin, aby se vzorek

dokonale vysusil.

Plastové zkumavky mohou pri suseni v susici skfini ztrdcet hmotnost i pfi nizkych teplotdch.

Pouliti lyofilizatoru zlepsuje pfesnost analyzy.
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Po skonceni lyofilizace vpoustéjte vzduch do lyofilizatoru pomalu, aby nedoslo k vylétavani

jemnych C&dstic pady ze zkumavek.

6) Zvaite centrifugacni zkumavku se vzorkem pldy po lyofilizaci a od této hmotnosti odectéte

hmotnost prazdné centrifugacni zkumavky. Tak ziskate hmotnost suché pUdy pred frakcionaci.
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5.5 g homogenizované lyofilizované pudy
Promichat a centrifugovat .
pFi 2683 x g po dobu 20 min  / Gee®)\
o @]

30 ml SPT
(polywolframan sodny)

N

Tfi opakovani se stejnym SPT
pro optimalni vytézek POM frakce

Odsati SPT s POM
vakuovou pumpou

POM —>
SPT —>

MAOM + CHAOM ——>
Pfesun sedimentu

na 50pm sito
s 300 ml dH,0

CHAOM zistava

7o ‘
S na situ

MAOM prochazi
skrz sito

E MAOM + dH20

v 6 zkumavkach

CHAOM + dH20
viedné ——>
zkumavce

1-2 opakovani
centrifugace

3-4 opakovani
centrifugace

dH20—>
Centrifugace pfi

2683 x g po dobu 20 min BN 3

L
Prefiltrovani SPT s POM
pres 50pm nylonovou tkaninu

p— POM

(— 50pm nylonova tkanina

&——sPT

Opakované promyti POM
) dH20 od zbylého SPT

50pm
nylonova tkanina > [

POM
&—dHp0

Vodivost supernatantu
po promyti <0,1 mS/cm

Obradzek 3 Schematicky diagram protokolu frakcionace organického uhliku v pudé



23

2.6.2 Separace POMu

1) Napipetujte 30 ml SPT do centrifugaéni zkumavky s lyofilizovanym vzorkem pudy.
2) Uzaviete zkumavku a dlkladné ji protiepejte.

Pudu je nutné s roztokem SPT dikladné promisit. Pldy s vysokym obsahem jilu mohou vytvaret
shluky na dné zkumavky. Pro lepsi promichdni miZete do zkumavky pridat 10 sklenénych
kulicek o priiméru 4 mm a vzorek promichat na vortexu. Sklenéné kulicky pozdéji snadno
odstranite pfi oddélovani frakci MAOM a CHAOM.

3) Centrifugujte pfi 2683 RCF po dobu 20 minut.

Rychlost a dobu centrifugace upravte podle parametri své centrifugy. Vyssi RCF mize vést k
tvorbé tézko rozbitelnych shlukd jilovitych cdstic, coZ ztéZuje ndsledné resuspendovadni vzorku
v kapaliné.

Obrazek 4 Pudni frakce v SPT; puda promichand s SPT pred centrifugaci (A); po centrifugaci plave POM
na hladiné SPT, sediment na dné obsahuje MAOM a CHAOM (B).

4) Odsajte supernatant obsahujici plovouci organické ¢astice (POM) pomoci vakuového odsavaciho
systému.

5) Nalijte roztok SPT s frakci POM do filtracni nalevky s nylonovou tkaninou s velikosti ok 50 um.

6) SPT, které proteklo skrz filtr do spodni nadobky nalijte zpét do zkumavky s plivodnim vzorkem.

7) Opakujte kroky 2 az 5 alespon tfikrat, dokud na povrchu roztoku SPT neplavou Zadné hrubé
organické castice. Po poslednim opakovani roztok SPT vlijte do odpadni lahve.

Roztok SPT Ize po dikladné filtraci znovu pouZit viz sekce 2.7.6 Recyklace separacniho roztoku
SPT.
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2.6.3 Promyvani POMu

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Proplachnéte vakuovy odsavaci systém a sbérnou lahev dH,0 a veskerou vodu z proplachu nalijte
do nalevky s nylonovou tkaninou se zbytkem POMu. Poté pomoci stficky s dH,O kvantitativné
splachnéte vséechen POM z nalevky do centrifuga¢ni zkumavky a doplnte dH,0.

Prekryjte vrsek zkumavky nylonovou tkaninou s 50um oky a zaviete vickem s vyvrtanym otvorem
tak, drzelo tkaninu na misté.

Otocte centrifugacni zkumavku dnem vzhlru a pomoci vakuového odsavaciho systému vysajte
dH,0 pres nylonovou tkaninu. POM zlstane uvnitf zkumavky.

Zméfte vodivost odsaté vody. Pokud vodivost pfesahuje hodnotu 0,1 mS cm?, doplrite zkumavku
znovu dH0.

Opakujte kroky 3 a 4, dokud naméfena vodivost neklesne pod hodnotu 0,1 mS cm™.

Poté splachnéte POM zachyceny na nylonové tkaniné zpét do zkumavky, uzaviete neprovrtanym
vickem a zamrazte pfi -80 °C. Lyofilizujte po dobu minimalné 48 hodin.

Dobu lyofilizace pfizplisobte mnoZstvi vody pred zmrazenim.

Po lyofilizaci zvazte centrifugacni zkumavku bez vicka a odectéte hmotnost prazdné zkumavky.
Tak ziskate hmotnost frakce POM.

2.6.4 Separace CHAOMu a MAOMu

Sediment zbyly po odsati SPT a POMu obsahuje frakce CHAOM a MAOM se zbytkem SPT.

1)

2)
3)
4)

5)

6)

VloZte nerezové sito s oky o velikosti 50 um do vétsi sbérné misky.

Navlhceni sita dH,0 pred separaci pomuZe udrZet na situ tenkou vrstvu vody, kterda usnadriuje
separaci.

Resuspendujte sediment ve zkumavce s dH,0 a nalijte ho na sito.

Pomoci stficky vyplachnéte zkumavku dH-0, aby se veskery zbyly sediment dostal na sito.
Kontinualné pridavejte dH,0 a oplachujte MAOM pres sito. Pokud jsou na situ hrudky, jemné je
rozdrtte prstem v rukavici. Oplachnéte ¢astice zachycené na rukavici.

Celkovy objem frakce MAOM by nemél prekrocit 300 mi, jinak bude v ndsledujicich krocich
nutné pouZit dalsi centrifugacni zkumavky. Pamatujte na to, Ze kvantitativni prenos MAOMu
ze sbérné misky bude vyZadovat dalsi dH,0, kterd se také pocitd do tohoto limitu.

Pri rozbijeni hrudek na situ netlacte pfilis silné a nepouZivejte ndstroje, aby nedoslo

k poskozeni sita.

KruZte sitem dokola, aby se ¢astice MAOMu oddélily od CHAOMu. Pokracujte, dokud voda
protékajici sitem nebude Cista.

Oplach mize trvat priblizné 5—-10 minut.

Oplachnéte zbyly MAOM z okrajl sita malym mnozstvim dH,0 ze stticky.
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Obrdzek 5 Ve vzorcich s vyssim obsahem jilu se po
centrifugaci mohou tvofit hrudky, které je potireba
mechanicky rozrusit

2.6.5 Promyvdni CHAOMu

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Vyndejte sito z misky a odlozte misku s frakci MAOMu stranou. Pod slabym proudem vody z
vodovodu splachnéte CHAOM na kraj sita.

S pomoci nalevky preneste CHAOM do centrifugacni zkumavky za pouZiti maximalné 50 ml dH-0.
Centrifugujte pti 2683 RCF po dobu 20 minut.

Odsajte supernatant pomoci vakuového odsavaciho systému a zmérte jeho vodivost. Pokud
vodivost pFesahuje 0,1 mS cm?, doplrite znovu zkumavku dH,0.

Opakujte kroky 9 a 10, dokud vodivost neklesne pod 0,1 mS cm™. Poté zkumavku nedoplriujte
dalsi vodou, zmrazte vzorek a lyofilizujte po dobu 48 hodin nebo dokud CHAOM zcela nevyschne.
Zvazte zkumavku s lyofilizovanym CHAOMem bez vicka a odectéte hmotnost prazdné zkumavky.
Tak ziskate hmotnost frakce CHAOM.

2.6.6 Promyvdni MAOMu

Hnéda suspenze v nerezové misce obsahuje MAOM a zbytek SPT. Objem suspenze v tomto okamziku
by nemél ptrekrocit 200 ml.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

Kvantitativné prelijte suspenzi z nerezové misky do kadinky. Pomoci stricky s dH,0 splachnéte
vSechny zbytky z nerezové misky.

Rovnomeérné rozdélte suspenzi do Sesti centrifugacnich zkumavek a v pfipadé potfeby doplrite
dH,0 do objemu 50 ml.

Centrifugujte pti 2683 RCF po dobu 20 minut.

Odsajte supernatant pomoci vakuového odsavaciho systému a zméfte jeho vodivost. Pokud
vodivost pFesahuje 0,1 mS cm™, pokradujte v promyvani.

Resuspendujte sediment v kazdé zkumavce v malém objemu dH0. V pripadé potieby slucte
vzorky do mensiho poctu zkumavek.

V pripadé nasich vzorkui se osvédcilo postupné slucovdni ze sesti zkumavek do tfi a ndsledné do
dvou. Prilis rychlé slucovani miZe sniZit ucinnost odstrariovdni SPT kvili nizkému celkovému
objemu pouZité dH,0. MiZe pak byt zapotrebi vyssi pocet oplachovych cykli.

Doplnite centrifugacni zkumavky dH,0 do objemu 50 ml.

Pred centrifugaci je zapotrebi dukladné resuspendovat vsechen MAOM.
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7) Opakujte kroky 3 aZ 6, dokud vodivost neklesne pod 0,1 mS cm™. Poté zkumavky nedoplfiujte
dalsi vodou, zmrazte vzorek a lyofilizujte po dobu 48 hodin nebo dokud MAOM zcela

nevyschne.

8) Zvaite zkumavku s lyofilizovanym MAOMem bez vicka a odecCtéte hmotnost prazdné

zkumavky. Tak ziskate hmotnost frakce MAOM.

5.5 g lyofilizované pudy
+
30 ml SPT

v

Promichat a centrifugovat
pFi 2683 x g po dobu 20 min

v

Supernatant = POM + SPT
Sediment = MAOM + CHAOM

\

TFi opakovani se stejnym
SPT pro optimalni
vytézek POM frakce

Ptesunout sediment
na 50pm sito s 300 ml dH,0

Odsat SPT s POM
vakuovou pumpou

v

\

CHAOM zistava na situ

MAOM prochazi skrz sito

\

v

Prefiltrovat SPT s POM
pfes 50um nylonovou tkaninu

CHAOM + dH,0
v jedné zkumavce

MAOM + dH,0
v 6 zkumavkach

POM zlstava na
50pm nylonové tkaniné

\

v

1-2x opakovat
promichani a centrifugaci
pfi 2683 x g po dobu 20 min

3-4x opakovat
promichani a centrifugaci
pfi 2683 x g po dobu 20 min

\

v

SPT protéka
pfes nylonovou tkaninu

A4

Supernatant = dH,0
Sediment = CHAOM

Supernatant = dH,O
Sediment = MAOM

Opakované promyt POM
dH,0 od zbylého SPT

\

Vodivost supernatantu
po promyti <0,1 mS/cm
Vylit supernatant

v

| Lyofilizace pro stanoveni navazky

Obrdzek 6 Schéma shrnujici protokol frakcionace organické hmoty v pidé
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2.7 Optimalizace metodickych krokd

2.7.1 Rozruseni pidnich agregdti

2.7.1.1 Sonikace (desintegrace ultrazvukem)

V této Casti bylo testovano, jak sonikace rozemleté pldy v SPT ovliviiuje relativni pomeéry
jednotlivych frakci. Pfi celkovém pFikonu energie 440 J mI? (Amelung and Zech, 1999), s amplitudou
50 % (mirna sonikace) po dobu 36 min 45 s a s amplitudou 70 % (intenzivni sonikace) aplikovanou po
dobu 19 min 26 s byl pozorovdn negativni vliv na distribuci frakci. Ve vSech pfipadech doslo ke snizeni
podilt frakci CHAOM a POM (obr. 7). Ziskané vysledky naznacuji, ze vlivem sonikace (byt s malou
intenzitou) dochazi k rozpadu ¢astic CHAOM a POM, které tak z mensi ¢asti prechazeji do MAOMu a

vedou tak k ovlivnéni vysledk.
2.7.1.2 Trepadni

Dalsi testovanou metodou naruseni pudnich agregatli bylo tfepani vzorka pred frakcionaci. Vzorky
umisténé na trepacce po dobu 2 hodin a 18 hodin vykazovaly stejné rozlozZeni frakci jako neovlivnéné
vzorky (obr. 7). Z téchto dlivodu jsme tyto ¢asové narocné postupy z protokolu vyloudili. Pokud je plda

radné vysusena a jemné rozemleta, neni dal$i homogenizace nutna.



Vliv tfepani na vodivost pfi Vliv ultrazvukové disperze na vodivost

promyvani MAOMu pfi promyvani MAOMu
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<10 = 0.751
g S
= 2 0.50-
%" 0.5+ f’,
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Vliv tfepani na pudni frakce Vliv ultrazvukové disperze na puadni frakce
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Kontrola 2 ho'diny 18 hodin Kontrola Amplitu'da 50% Amplitu'da 70%

Frakce: ] zrata | Pom ] maom i cHAOM

Obrazek 7 Vliv dvou nejcastéji vyuZivanych metod naruseni pldnich agregdti na vodivost supernatantu
béhem promyvdani MAOMu a na distribuci pidnich frakci.
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2.7.2 Separace podle velikosti ¢astic

Separace podle velikosti ¢astic byla provedena pomoci sit z nerezové oceli nebo nylonovych tkanin
s pfesné definovanou velikosti otvor( 50 um. Testovali jsme také nitroceluldzové membrany s velikosti
port 50 um. Ty se vSak rychle ucpdvaly a material mensi nez nominalni velikost pért se hromadil na
povrchu membrany. Prosévani na sitech a filtrace pres nylonovou tkaninu zabere nékolik minut a
nevyzaduje Zadné dalsi pristroje, zatimco membranova filtrace mize trvat fadové hodiny, a to i pfi
vyuziti vakua. Proto nedoporucujeme pouzivat membrany pro separaci podle velikosti. Nerezova sita
a opakované pouZzivana nylonova tkanina je vhodné prilezitostné kontrolovat pod stereomikroskopem,

jestli nedoslo k jejich poskozeni.

2.7.3 Stanoveni obsahu celkového uhliku a dusiku v jednotlivych frakcich

Doporucenou metodou pro stanoveni obsahu uhliku (a spolec¢né i dusiku) je Dumasova spalovaci
metoda s chromatografickou separaci vzniklych plyn( na koloné (prvkovy analyzator). Pti spalovani se
pouziva teplota 900-1200 °C v proudu kysliku (O3). Vznika oxid uhlicity (CO,) a oxidy dusiku (NOx), které
se dale redukuji na N,. Kvantitativni detekce vzniklych plyn( probiha vétSinou pomoci teplotné
vodivostniho detektoru (TCD). V ramci této metodiky byl pouZit prvkovy analyzator Vario PYROcube
(Elementar Analysensysteme, Némecko) spojeny sizotopovym hmotnostnim spektrometrem
ISOPRIME100 (Isoprime, Velka Britanie). V pfipadé pld s vyssim obsahem karbonatli (CaCOs nebo
MgCOs) je nutné tento uhlik odstranit okyselenim HCl ve frakcich MAOM a zejména CHAOM aby

nedochazelo ke zkresleni obsahu organického uhliku v padé.

2.7.4 Recyklace separacniho roztoku SPT

Separancni roztok SPT kontaminovany organickou hmotou se shromaZzduje do k tomu uréené
zasobni nadoby. Tento roztok obsahuje rozpusténou organickou hmotu (DOM) a jemnou frakci POM,
ktera neni zachycena pfi padni frakcionaci v rozsahu velikosti ¢astic 050 um. Zasobni nadoba se
ponecha nékolik dni v klidu, aby doslo k ¢aste¢né gravitacni separaci. Z praktickych zkusenosti se na
hladiné vytvari vrstva bohata na organickou hmotu, ktera ma nizsi hustotu nez SPT, zatimco na dné
vznika sediment tvoreny prevazné jilovitou frakci a tézsi organickou hmotou (napf. jemné rozemlety

biouhel) nebo srazeninami SPT vzniklymi interakci s Ca?*.

Horni, obvykle ¢erné zbarvena a neprlihledna vrstva se odsaje a dale se centrifuguje do doby, neZ
dojde k oddéleni SPT od organické hmoty. Organicka faze z hladiny je znovu odsata a je urcena k
chemické likvidaci. Tato frakce se nedoporucuje filtrovat z dlvodu rychlého zandaseni filtrGd. SPT
nachazejici se pod touto vrstvou je nasledné pripraven k filtraci a preléva se do druhé zasobni nadoby.

Sediment ze dna prvni nddoby je opét urc¢en k chemické likvidaci.
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Predfiltrace nejvétsich ¢astic probiha ve filtraénim systému (obr. 2E), do kterého se instaluji kruhové
vystFizky z hladkého filtragniho papiru s plosnou hmotnosti 80 g m~2. Do filtraéni aparatury se aplikuje
maximalné 100 ml SPT ze druhé zasobni nadoby. Pfi zpomaleni nebo zastaveni filtrace se filtr vyméni.
Predfiltrovany roztok se shromaZzduje ve tfeti zasobni nadobé. V této fazi ma SPT stale hnédé zabarveni

a je mirné zakaleny.

Nasledné se do filtracniho systému instaluje filtr ze sklenénych mikrovlaken s velikosti pord 2,7 um
(Whatman GF/D) a roztok se prefiltruje. Prefiltrované SPT se shromazduje ve ¢tvrté zasobni nadobé a
nasledné se filtruje pres filtr ze sklenénych mikrovlaken s velikosti péri 0,7 um (Whatman GF/F). Po
této filtraci lze SPT pochdazejici z frakcionace ornych pld povaZovat za vycisténé. Doporucuje se
zkontrolovat vysledek recyklace SPT stanovenim obsahu C a N ve vyciSténém SPT, a to zejména pokud
dochazi ke zméné pldniho typu, u pid s rozdilnym zrnitostnim sloZzenim, nebo tam, kde se da ocekdavat
vys$si podil rozpustného organického uhliku (DOC) v pidé (zejména lesni a travni ekosystémy na
kyselych pldach). Nicméné z naseho prizkumu vyplyva, Ze pro rozpéti ornych pld, na kterych
probihalo testovani, je tento postup Cisténi dostatecny. Po vycisténi je nutné zkontrolovat hustotu SPT.
Pokud je niZsi nez 1,85 g ml™", pfebyteénd voda se odstrani odpafenim v susarné. SPT dodané vyrobcem
(SPT-OL — extrémné vysoka Cistota — TC-Tungsten Compounds, Némecko) obsahuje 0% N a 0,042 % C,
nefiltrované pouzité SPT obsahuje v priiméru 0 % N a 0,055 % C a prefiltrované SPT obsahuje 0 % N a
0,044 % C. Pro vzorky urcené k analyzam stabilnich izotopd C a N nebo pro molekularné-biologické
analyzy se doporucuje pouZivat vyhradné od dodavatele vycisténé SPT. Pro rutinni stanoveni obsahu
celkového uhliku a dusiku v jednotlivych frakcich je moiné pouZivat filtrované SPT (po predchozi
frakcionaci ornych pud), nebot obsah DOC (navy$eni obsahu C) v takto upraveném roztoku je

zanedbatelny.

V pfipadé pld s vysokym obsahem DOC lze vyzkousSet postup publikovany (Six et al., 1999). Tento
postup spociva v pomalém pritoku SPT pres sloupec aktivniho uhli a iontoméni¢e. Obdobny zplsob
recyklace pouzivaji u lesnich plid na University of Colorado (rozdil je ve vétsim sloupci aktivniho uhli,
rozdéleného do nékolika trubic, rychlejsSim pritoku a opakovanim pratoku pres aktivni uhli), nicméné
pracovnici této laboratofe upozoriuji Ze pfi vysokém obsahu DOC v pidé nemusi byt ani tento
optimalizovany postup efektivni, a je tak nutné kontrolovat obsah Ca N u kazdé filtrované SarZe a Casto
je nutno nékteré Sarze Uplné vyradit. Ostatné to potvrzuji vysledky pravé zminované publikace (Six et
al.,, 1999), kde se z celkového poctu 15 vzorkid ve trech prfipadech nepodafilo dosahnout zadného
snizeni kontaminace SPT. Ve ¢tvrtém pripadé doslo dokonce k 2,35nasobnému narlstu obsahu uhliku.
Tyto vyznamné rozdily mezi vzorky poukazuji na riziko, Ze v pfipadé vysokého obsahu DOC v lesnich
plGdach a u travnich porostl na kyselych padach nemusi byt recyklace Uspésna ani pti pouZiti slozZitého

systému s aktivnim uhlim a iontoménici. Tato publikace uvadi dale, Ze kontaminace komercné
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dodaného SPT uhlikem ¢inila 0.122% C. To je pravdépodobné chyba v desetinném misté, protoze
takovych hodnot kontaminace nedosahuiji ani vzorky SPT proslé frakcionaci, a to jak v jejich pfipadé,
tak ani u nasich vzork(. Pokud tedy vezmeme, Ze pocatecni znecisténi bylo 0.0122% C (ne 0.122% jak
uvadi), po jeho poutziti pti pldni frakcionaci pak v ramci této studie stouplo toto znecisténi v prdméru
na 0.035% C, a po precisténi opét kleslo na hodnotu 0.014% C. Z toho vyplyva, Ze Ucinnost Cisténi je
~92% a navyseni kontaminace SPT oproti komeréné dodavanému SPT je o ~15%. U ndami vyvinutého
postupu (spolehlivé pouZitelného pouze u ornych pudd s nutnosti kontroly obsahu C po filtraci)
dosahujeme v prdméru Gcinnosti CiSténi ~85% a navySeni kontaminace o ~5%. PrestoZe je tedy
ucinnost naseho postupu filtrace mirné nizsi nez pfi pouziti aktivniho uhli a iontoménice, vysledné
navyseni kontaminace je u naseho postupu dokonce 3x nizsi neZ v uvedené studii, coZ je ovSem
otestovano pouze pro orné pldy, a lze predpokladat, Ze u lesnich pld a luénich porostl bude
kontaminace narastat. U takovych pGd pak nemusi byt uvedeny postup recyklace dostacujici a SPT
nem(ze byt opakované pouzito, nebo musi byt zvolen postup s ¢isténim pres aktivni uhli a iontoménic,

ktery ovsem také nemusi zajistit dostatecné vycisténi.

Naopak pozorovana zména zabarveni roztoku po filtraci je v souladu s nasimi vysledky, kdy se barva
SPT méni z neonové 7luté na Zlutohnédou. Srazeniny SPT vznikajici v disledku interakce s Ca?* jsou
zachyceny na filtrech, zatimco rezidua ostatnich kationtd spolu s rozpusténym organickym uhlikem

(DOC) zlstavaji v prefiltrovaném roztoku.

Zavérem lze konstatovat, Ze navrieny postup recyklace je u ornych pld dostatecné spolehlivy,
s podminkou, Ze bude vZdy kontrolovana kontaminace SPT C a N u kazdé sSarze, minimalné vsak pfi
zméné pud, pficemz neni vylouceno, Ze nékteré Sarze budou muset byt vylouceny. U nami pouzivaného
souboru pld, kde hlavni slozku znecisténi tvori velmi jemny POC, ovSem tento pfipad nenastal.
V pfipadé lesnich pid a pld z lucnich ekosystému, predevsim na kyselych plGdach, lze odekavat, Ze
nami navrZeny postup nebude dostatecny a bude nutné pouzit filtraci pres aktivni uhli a iontoménic,
pficemz dle zkuSenosti z Univerzity of Colorado Ize doporucit opakované promyvani roztoku, protoze

efektivita jimani DOC u tohoto systému neni dostatecna.

2.7.5 Vysledky a limitace metody

Efektivni rozdéleni frakci SOM — MAOM a POM (véetné CHAOM) za vyuZiti této metody je
demonstrovano pomoci vyneseni rozdilného obsahu C a N, jejich poméru (C:N) a odlisnych vzorcl
stabilniho izotopového slozeni uhliku a dusiku do 4 grafd (obr. 8). Histogramy POM a MAOM ukazuiji,
Ze vétsSina organického uhliku a dusiku je uloZzena ve frakci MAOM, cozZ je pro ornou pldu typické
(Georgiou et al., 2022). V pripadé N je histogram jeho obsahu pro MAOM posunut vice neZ histogram

obsahu C, a dochazi tak ke zfetelnéjsimu oddéleni histogramu hodnot mezi POM a MAOM. Déle u POM



pozorujeme vyssi hodnoty pomeéru C:N a vyssi variabilitu poméru C:N. Ddle je zretelné oddéleni POM
a MAOM z pohledu izotopové diskriminace stabilnich téZkych izotopG uhliku a dusiku 6°N a §'3C. To
je zvlast zfejmé u diskriminace izotopu dusiku 8®N. To odpovida pfedchozim zjisténim studii
vyuZzivajicich vicestupriovou frakcionaci podle velikosti a hustoty pldnich ¢astic zamérenych na chovani

frakci SOM v orné pldé (Leuthold et al., 2024; Poeplau et al., 2018; Witzgall et al., 2021).
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Obrdzek 8 POM a MAOM jako chemicky odlisné frakce SOM. Prvni tii grafy ukazuji obsah organického
uhliku (A) a dusiku (C) v oddélenych frakcich a jejich poméry C:N (B). Posledni graf (D) je bodovy diagram
zndzorriujici izotopové sloZeni téZkych stabilnich izotopt uhliku a dusiku v MAOM a POM.
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Termogravimetrickd analyza spojena s hmotnostni spektrometrii (TGA-MS) zdlraznuje odlisné
tepelné a chemické vlastnosti mezi frakcemi SOM (obr. 9). Frakce POM vykazovala ubytek hmotnosti
pfiblizné 20-40 % (hnéda ¢ara), zatimco MAOM ztratila pfiblizné jen 8 % (modra c¢ara) své hmotnosti
v rozmezi teplot 25-900 °C, a to predevsim v dlsledku dehydratace, desorpce, dekarboxylace a
rozkladu (Wayne a White, 2019). Odpovidajici signaly MS (POM = svétle modra a MAOM = r(iZova Cara)
potvrdily, Ze vétsSinu tohoto ubytku hmotnosti tvofil uvolnény CO,. Specifické emise mezi 200 a 430 °C
jsou typicky spojovany s SOC (Pallasser et al., 2013). Zfetelné rozdily v uvoliovani CO, a v pribéhu
tepelné degradace mezi POM a MAOM potvrzuji, Ze tyto frakce maji odlisné strukturni, fyzikalni i
chemické vlastnosti. TGA—MS tak poskytuje spolehlivy nastroj k rozliseni jejich stability a k presnéjsimu
odhadu podilu stabilnéjsiho organického uhliku v zemédélskych pldach. Tyto informace jsou klicové

pro interpretaci procesq, které fidi ukladani uhliku v ptidé a reakci pidniho prostredi na rtizné formy

hospodareni.
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Obrazek 9 Odlisné profily termogravimetrické analyzy (TGA) a hmotnostni spektrometrie (MS) frakci
POM a MAOM.

Popisovana metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro orné pudy, které se podle zrnitostniho
sloZeni fadi mezi piscitohlinité pady, nicméné je dostatecné flexibilni, aby byla po drobnych Gpravach
pouzitelnd i pro jiné pldni druhy, coZ bylo v dalSich krocich testovano na souboru dalSich 36 vzorku
pld s rozdilnym zrnitostnim sloZenim a reprezentujicich 7 padnich typ(. Pfi préci s pldou s odlisSnymi
mineralogickymi vlastnostmi ¢i pidou z jinych ekosystémui muze dojit ke zménam vytézku jednotlivych
frakci a tim i uhliku v nich obsazeného, coZz mizZe ovlivnit vysledky. V téchto pripadech je vhodné

sledovat, ve kterych krocich mlze dochazet ke ztratam, a podle potreby protokol cilené upravit.
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Konkrétni technické potiZe, jejich pfi€iny a doporuéena opatteni jsou uvedeny v kapitole ,,2.7.6 Casté

problémy”.

Vliv zrnitostniho sloZeni pud a celkového obsahu organického uhliku v piddé - (SOC) na hmotnostni
vytéZzek metodiky a vytéZek uhliku byly sledovan na souboru 36 vzork( pld srozsahem obsahu

jilovitych ¢astic ~10-29% a rozsahem obsahu SOC ~0.9-3.2%.

Zavislosti znazornéné na obr. 10 byly hodnoceny pomoci jednoduché linearni regrese a Pearsonova
korela¢niho koeficientu (n = 36). Vysledky poukazuji na prlikaznou negativni linearni zavislost mezi
obsahem jilu v ptidnim vzorku a hmotnostnim vytézkem frakcionace (panel A). S rostoucim obsahem
jilové frakce je pozorovan systematicky pokles hmotnostniho vytézku, pficemz u pad s vys$sim obsahem
jilu se hodnoty vytézku pohybuji pfiblizné okolo 90 %, zatimco u vzorkd s nizkym obsahem jilu se
pohybuji az okolo 97 %. Tento vztah naznacuje, Ze vlastnosti pldy spojené s vyssim zastoupenim
jemnych castic mohou byt spojeny se zvySenymi ztrdtami materidlu béhem separacniho postupu,

pravdépodobné v disledku vyplavovani jemnych minerdlnich ¢astic v prabéhu frakcionace.

V literature se hmotnostni vytéZzek ani vytézek uhliku obvykle neuvadi, a z dostupnych informaci se
ale pohybuje vrozpéti od 85% do vice jak 95% pro hmotnostni vytéZzek a nizsi hodnoty jsou pak
dosahovany pro vytézek uhliku (od 80% do 90%)(Leuthold et al., 2024; Poeplau et al., 2025). To
koresponduje s nasimi vysledky pro hmotnostni vytéZzek, nicméné pro vytézek uhliku nase vysledky
prokazuji vétsi variabilitu, ackoliv primér se pohybuje okolo 80%. V pfipadé hmotnostniho vytézku je
zfejmé, Ze dochazi ke ztratam jilovitych castic a tim i k ¢adste¢nému podhodnocovani MAOC v pldach

s vy$Sim obsahem jilovitych castic.

V panelu B je patrny slabsi, statisticky hrani¢ni negativni vztah mezi hmotnostnim vytézkem a SOC,
ktery se vyznacuje vyrazné vyssim rozptylem hodnot. Tento vysledek naznacuje, Ze vliv tohoto
parametru na hmotnostni vytéZek frakcionace je ve srovnani s obsahem jilu méné vyrazny a mlze byt

prekryt variabilitou ostatnich vlastnosti pidy nebo pribéhem samotného separacniho postupu.

Naproti tomu nebyla lineadrni regrese mezi obsahem jilu a vytézkem uhliku statisticky neprlkazna
(panel C) a vliv obsahu jilovitych ¢astic na samotny vytézek uhliku Ize povazovat za zanedbatelny. To
naznacuje, Ze obsah jilové frakce nevysvétluje variabilitu vytézku uhlikové frakce a Ze tento parametr
je pravdépodobné ovlivnén jinymi faktory, pfipadné jejich kombinaci. Je naopak ziejmé, Ze ztraty
uhliku spiSe souvisi s nartistem obsahu SOC a tyto ztraty jsou dany zejména ztratami POC, pripadné
DOC (i kdyz tento efekt by mél byt u orné pldy maly). V panelu D byla zjisténa stfedné silna negativni
linearni zavislost mezi SOC a vytézkem uhliku. S rostoucim obsahem organické hmoty dochazi k
systematicky nizsim hodnotam celkového vytézku uhliku. Tento vztah naznacuje, Ze u organicky

bohatsich pid mohou byt ztraty uhliku béhem frakcionace vyssi, pficemz se pravdépodobné uplatriuje
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jak prechod casti rozpustné organické hmoty do roztoku polywolframanu sodného (SPT), tak
predevsim ztrata jemné frakce Edstic organické hmoty typu POM o velikosti pfiblizné 0-50 um.
PtfestoZe jsou ztraty rozpustné organické hmoty do SPT obvykle povaZzovany za malé, vysledky linearni
regrese naznacuji, Ze v pripadé pdd s vy3sim obsahem organické hmoty mohou tyto ztraty spolu se
ztrdtami jemné POM frakce predstavovat systematickou slozku nejistoty hmotnostni bilance

separacniho postupu.
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Obrdzek 10. Vztahy mezi vybranymi pudnimi charakteristikami a vytéZnosti separacniho postupu
hodnocené pomoci jednoduché linedrni regrese (n = 36). Panel A zndzorriuje vztah mezi obsahem jilu
(%) a hmotnostnim vytéZkem frakcionace (%). Panel B zobrazuje vztah mezi obsahem pldniho
organického uhliku (SOC, %) a hmotnostnim vytéZzkem frakcionace (%). Panel C zndzorriuje vztah mezi
obsahem jilu (%) a vytéZkem uhliku (%). Panel D zobrazuje vztah mezi obsahem pidniho organického
uhliku (SOC, %) a vytézkem uhliku (%). PInd ¢dra predstavuje odhad linedrniho regresniho modelu, Sedé
pdsmo odpovidd 95% intervalu spolehlivosti. V jednotlivych panelech jsou uvedeny hodnoty Pearsonova

korelacniho koeficientu (R) a prislusné hladiny statistické vyznamnosti (p).
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Pro detailni vyhodnoceni pfipadného vlivu padniho typu na hmotnostni vytézek a vytézek uhliku,
byly vzorky analyzovany dle pidniho typu lokality, ze které vzorky pochazeji. V tabulce 2 jsou uvedeny
pro jednotlivé lokality odbéru vzork( padni typy, stanovené priimérné hodnoty MAOC, pHcacz, SOC a
obsah jilu, prachu a pisku, véetné uvedenych smérodatnych odchylek pro 4 samostatné odebrané a

analyzované vzorky z dané lokality.

Tabulka 2 Souhrnnd tabulka vzorkovanych lokalit, s uvedenymi padnimi typy, primérnymi hodnotami
MAOC, pHcaciz, SOC, a obsahu jilu, prachu a pisku. Za primérnymi hodnotami jsou uvedeny smérodatné

odchylky od priméru pro 4 vzorky samostatné odebrané a analyzované z dané lokality.

Lokalita pudni typ MAOC  pHcacz  Cox/SOC Jil Prach Pisek
gkg’l - %
Banin (Babicka) pararendzina kambicka 8.1+1.4 6.4+0.2 1.5+0.2 14.4+1.1 54.6+6.8 31+7.6
Banin (Vétrolam) kambizem oglejena 8.5+0.9 6.2+0.2 1.2#0.1 20.1+0.3 53.9+1.5 26+1.5
Veselicko u Lipnika nad Beévou 3Sedozem modalni 10.5+0.7 6.2+0.8 2+0.2 16.1+1 64.3+1.9 19.7+1.7
Hrusovany u Brna cernozem modalni 14.8+1 7.4+0.2 2.6+0.4 19.4+0.6 51.5+1.5 29.3+1.9
Vojkovice cernozem modalni 14.7+0.8 7.3+0.2 2.3+0.2 23.6+2.4 59.845.3 16.8+4.4
Doubravnik kambizem modalni 10.742.2 6.740.7 2.5+0.7 10.4+2.5 35%3 54.7+4
Troubky (levy) fluvizem glejové 12.24¢0.4 7+0.3 1.9$0.2 27.5:+1.5 53.7¢6.8 19+7.9
Troubky (pravy) fluvizem glejové 14.5:0.6 7.130.1 2.1+0.1 28.8+2.1 57.8+3.2 13.6#3.5
Krasné Pole luvizem modalni 8.7+2.1 6.1+0.2 1.2+0.3 10.2+1.2 69+2.4 21+3.5
Rokytnice (ZS Pobeévi) fluvizem glejové 9.741.2 6.6+0.3 1.5+0.2 19.8+2.9 48.846.8 31.6+8.9
Rokytnice (Za humny) Sedozem modalni 11.5+#1.3 6.1+0.1 1.9+0.3 17.9+1.5 63.7+2.3 18.5+1.9

Vysledky ukazuji, Ze nizsSiho hmotnostniho vytézku na urovni tésné nad 90% bylo dosazeno u
fluvizemé glejové a cernozemé modalni (obrazek 11). Tyto pudy byly rovnéz charakteristické vysokym

vvs

podilem MAOC, vysSim pH a u fluvizemé také vyssim podilem jilovitych ¢astic. Naproti tomu vytéZzek
kambizemé modalni, Sedozemé moddlni a také ¢ernozemé modalni, u kterych byl zaznamenan vytézek
uhliku pod 80% zatimco u zbyvajicich pdd se pohyboval mezi 80-90%. Pravdépodobné jedinym
jednoticim prvkem pro tyto rozdily je obsah SOC, ktery u pUd s vyss$im obsahem SOC znamena nizsi

vytézek uhliku.

Ackoliv vysledky ¢astecné indikuiji, u jakych frakci dochazi ke ztratam, neni jednoznacny podil téchto
frakci na ztratach, a tudiz nelze v tuto chvili doporucit dopocet do plné hmotnosti ¢i celkového obsahu
uhliku. Soucasné je dllezité, aby pfi frakcionaci byl vvhodnocen hmotnostni vytéZzek a idedlné i vytézek
uhliku, a to zejména pokud se pracuje s padnimi vzorky s rozdilnym zrnitostnim sloZzenim, a také u
vzorku, které vykazuji velké rozdily v obsahu SOC, a tento vytéZek uvadét spolecné s hodnotami MAOC.
Po dalsim ovéreni Ize ale usuzovat, Ze bude mozZné s malou chybou provadét dopocet na hmotnostni

ztraty v pripadé MAOC, protoZe tyto ztraty jsou spojeny s vyssim obsahem jilovitych ¢astic.
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Obrdzek 11 Hmotnostni vytéZek frakcionace (A), vytéZek uhliku (B), a MAOC (C) pro skupiny vzorku

dle ptdnich typa. Sloupce predstavuji priméry, chybové tsecky stiedni chybu priméru.

Vyznamnym limitujicim faktorem tohoto protokolu je doba trvdni metody. Na zdkladé vyse
popsaného experimentdlniho postupu dokaze jeden Clovék zpracovat Sest vzorkd pldy za jeden
pracovni den. Ptiprava vzorkd a lyofilizace pfed a po frakcionaci vyZaduji dalSich ~100 hodin. Na rozdil
od frakcionace zaloZzené vyhradné na velikosti je tento protokol ¢asové narocnéjsi, nicméné prinasi
vySsi presnost rozdéleni frakci, ktera muize byt vyznamna zejména pti porovnani pld s rozdilnou
strukturou (rozdilnym obsahem jemnych mineralnich ¢astic — jilu a prachu). Pti frakcionaci pouze na
zakladé velikosti ¢astic dochazi k ¢astecné kontaminaci POMu frakci MAOM, coz vede k podhodnoceni

stabilni frakce uhliku MAOC. U plid s vys$sim podilem jemné frakce (jil a prach) se kontaminace zvysuje.

Naopak u pud svysokym podilem jemné frakce POM pod 50 um prechazi tato frakce do MAOC.
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Podobné muiZe vzniknout problém pfi nedostateéné desintegraci makroagregatd, které pfi hustotni
frakcionaci spadaji do frakce MAOM, ale pfi frakcionaci podle velikosti jsou vyhodnoceny nespravné
jako frakce POM. Vybér vhodné metody by mél vychazet z konkrétnich vyzkumnych cil( a dostupnych
zdrojl. Ackoli zde navrzena metoda umoznuje presné oddéleni frakci SOC, je méné vhodna pro velké
soubory vzorkd a mlzZe vyZadovat optimalizaci, pokud vzorky pldy vykazuji vysokou variabilitu v

obsahu jemnych minerald.

2.7.6 Opakovatelnost postupu

Opakovatelnost frakcionacni metody byla ovérena Sestindsobnou analyzou téhoZ pldniho vzorku
(pararendzina kambickd). Hodnocena byla variabilita hmotnosti jednotlivych frakci (CHAOM, MAOM,
POM), celkového souctu frakci, rozdilu mezi souctem frakci a plvodni hmotnosti vzorku a

hmotnostnim vytéZzkem. Jako ukazatel opakovatelnosti byl pouzit varia¢ni koeficient (CV, %).

Metoda vykazovala velmi dobrou opakovatelnost pro frakci CHAOM, kde bylo dosazeno CV = 0,99
%, a rovnéz pro frakci MAOM (CV = 2,62 %). U frakce POM byla zjisténa vyssi relativni variabilita (CV =
9,39 %), coz je v souladu s obecné vyssi citlivosti této lehké a objemové malé frakce na diléi kroky
separace a manipulace se vzorkem. Pfesto lze i tuto Uroven variability povaZovat za pfijatelnou pro
manualné provadénou frakcionacéni proceduru.

Tabulka 3 Opakovatelnost frakcionacni metody — hmotnostni bilance a variabilita jednotlivych frakci
(n=6)

CHAOM Soucet | Phvodni Hmotnostni

(g) MAOM (g) [ POM (g) | frakci (g) | hmotnost (g) | Ztrata (g) | vytéZek (%)
1. opakovani 3.779 1.009 0.026 4.814 5.000 0.186 96.27
2. opakovani 3.848 1.003 0.021 4.872 5.000 0.128 97.43
3. opakovani 3.842 0.995 0.025 4.862 5.000 0.138 97.23
4. opakovani 3.807 1.067 0.023 4.896 5.000 0.104 97.92
5. opakovani 3.823 1.002 0.024 4.849 5.000 0.151 96.98
6. opakovani 3.889 1.004 0.027 4.921 5.000 0.079 98.41
Primér 3.831 1.013 0.024 4.869 5.000 0.130 97.37
SD 0.03787| 0.02659| 0.00228| 0.03730 0.00000| 0.03730 0.74605
CV (%) 0.99 2.62 9.39 0.77 0.00 28.42 0.77

Rozdil mezi piivodni hmotnosti vzorku a souctem ziskanych frakci dosahoval v priiméru 0,130 g, coz
odpovidda pramérné relativni ztraté 2,63 %. Variabilita této ztraty byla vyssi (CV = 28,42 %), coz ukazuje,
Ze velikost hmotnostnich ztrat se mezi jednotlivymi opakovanimi mirné lisila. Tyto ztraty lze pficist

predevsim nevyhnutelnym ztratdm materialu béhem separacnich a prelévacich kroka.
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Priimérna hmotnostni vytéZnost dosahla 97,37 % a velmi nizké variability (CV = 0,77 %), coz

potvrzuje celkovou stabilitu a reprodukovatelnost separacniho postupu.

Celkové vysledky prokazuji vysokou opakovatelnost metody, zejména pro frakce CHAOM a MAOM

a pro celkovou hmotnostni bilanci. Vyssi variabilita frakce POM a rozdilu hmotnosti odpovida

charakteru této frakce a nepredstavuje zasadni omezeni reprodukovatelnosti metody.

2.7.7 Casté problémy

Tabulka 3 Shrnuti problému pozorovanych pri vyvoji metodiky, jejich pravdépodobnych pricin, a

doporuceni pro jejich eliminaci

Pozorovani Pravdépodobna pficina Doporuceni

Ztrata casti ptudniho vzorku pfi | Vylétani drobnych pldnich | Povrch puadniho vzorku

lyofilizaci Castic pfi vzniku podtlaku | postfikejte malym mnoZstvim
v lyofiliza¢ni komore vody, zamrazte a lyofilizujte.

SPT neprotéka pres filtr s | Filtr se ucpava velkym | Poklepavanim na sténu nalevky

POMem

Problémy s resuspendovanim
MAOMu a CHAOMu po
centrifugaci

Nizky vytéZzek jednotlivych

frakci

Vytézek prekracuje 100 %

Po lyofilizaci jsou ve vzorku
pritomny bilé krystaly

Malé mnoistvi uhliku v
ziskanych  frakcich  oproti
pUvodnimu vzorku

mnozstvim POMu

Prilis vysoka centrifugacni sila

Vysoky obsah jilu a prachu,
které vytvari pevné shluky

Na pouzitych nastrojich z(istava
neoplachnuty material

Pfi promyvani MAOMu se
vyplachuje pfilis mnoho jilu

Pti promyvani POMu dochazi k
[dmani  &astic a  jejich
vyplachovani skrz nylonovou
tkaninu

Kontaminace vzorku
zbytkovym SPT
Kontaminace vzorku
zbytkovym SPT
Ztraty vétsiho mnozstvi

jemného POMu (<50 pm)
Nadmérné vymyvani jilu pfi
promyvani MAOMu

usnadnite protékani SPT pres
filtr. MOZete také pouzit filtr
s vétsSi plochou, kde se POM
|épe rozprostre.

Snizte rychlost centrifugy a
Umeérné prodluzte cas
centrifugace.

Pridejte do zkumavky pred
centrifugaci nékolik sklenénych
kulicek (~¥4mm), které usnadni
resuspendovani.

Peclivé  splachujte  zbytky
vzorku ze vsech nastroji a
nadob, kdykoli vzorek prenasite
do nové nadoby.

Snizte pocet proplachovacich

cyklhd, ¢imZz omezite ztratu
nesedimentovaného jilu.
Pfi  promyvani POMu si

pocinejte velmi opatrné, abyste
minimalizovali ldmani ¢astic. Se
zkumavkou netrepte.

Po separaci je zapotiebi
vsechny  frakce  dUkladné
promyt.
Po separaci je zapotiebi
vsechny  frakce  dUkladné
promyt.

Jemny POM vyseparujte z SPT
pomoci jemnéjsiho filtru.

PouZijte vétsi centrifugacni silu
a/nebo delsi ¢as centrifugace
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Necekané velké mnoiZstvi
MAOMu s nizkym obsahem
uhliku

v kombinaci s kontaminaci SPT.

To vede k o¢ekavanému
hmotnostnimu vytézku
MAOMu ale se snizenym

obsahem uhliku

Drobné kaminky byly pfi
pfipravé vzorku pomlety na
jemny pisek a prach.

pro dosazeni lepsi
sedimentace.

Prefiltrujte oplachovou vodu
pres velmi jemny filtr, ktery
zachyti jemné jilové Castice,
které Spatné sedimentuiji.

Pfed analyzou plGdu za mokra
prosejte prfes 2 mm sito. Po
prosati pddu ususte pfi 40 °C

v horkovzdusné susarné.

2.8 Vliv péstitelské technologie na zvySovani obsahu stabilni frakce
MAOC

V ramci viceletych polnich maloparcelkovych experimentld zamérenych na dlouhodobé ukladani
uhliku v padé bylo provedeno ovérovani funkénosti a interpretovatelnosti metodiky frakcionace
organického uhliku v ptidé. Pro ovérovani byly pouzity varianty, u kterych je na zakladé dosavadnich
znalosti predpokladan nejvétsi efekt technologie na ukladani uhliku do stabilniho zasobniku (MAOC).
Vzorky pld byly z téchto variant odebrany po 5-letém rezimu uplatiiovani jednotlivych technologickych
postupl a jejich kombinaci. Vramci tohoto ovérovani byly zvoleny vzorky zvariant adaptacni
technologie (AT) spocivajici v bezorebném zakladani porostl s péstovanim druhové bohatych
meziplodin (rovnéZ zakladanych bezorebné), které jsou porovnavany skonvencni technologii
zaloZenou na orbé bez péstovani meziplodin (CT). Dale byly pouzity varianty aplikace kompostu a
kompostovaného biouhlu (na zac¢atku experimentu) porovnavané s kontrolou, a také varianty s aplikaci

dusiku v doporucené davce k dané ploding, a bez aplikace dusiku.

2.8.1 Material a metody
Polni maloparcelkovy experiment zaméreny na testovani perspektivnich technologii pro zvysovani
stabilni frakce uhliku v padé (MAOC) byl proveden na dvou lokalitach v blizkosti obce Banin (lokality

Babicka a Vétrolam) béhem péti vegetacnich obdobi 2019-2023. Lokality jsou charakteristické padnimi

Ill III

typy ,rendzic leptosol” pro lokalitu Babicka a ,gleyic cambisol” pro lokalitu Vétrolam podle systému
WRB FAO (WRB, 2024). Dlouhodoby primeér teploty a Uhrnu srazek v této lokalité (2000-2020) je 8,0
°C a 621 mm. Prdmeérny obsabh jilu, hlinitych éastic (prachu) a pisku byl 14.4, 54.6 a 31 % na lokalité
Babicka a 20.1, 53.9 a 26 % na lokalité Vétrolam. Podle klasifikace padni struktury USDA to odpovida
“silty loam“ (prachova hlina ptda dle Taxonomického klasifikaéniho systému pad CR) ptidé na obou
lokalitach. Analyzy ptdy z ornice (0—20 cm) p¥i extrakci ¢inidlem Mehlich 11l odhalily vyrazné vyssi obsah
fosforu (P) v lokalité Babicka (pramér: 168,7 mg kg?) ve srovnani s lokalitou Vétrolam (pramér: 55,4

mg kg!). Ostatni parametry, jako je draslik (K), vapnik (Ca), organicky uhlik v padé (Cox), celkovy dusik
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(Nt) a pH, byly také nizsi v lokalité Vétrolam, ale rozdily byly vyrazné mensi. Konkrétné obsah K byl
132,5 mg kg' a 120,5 mg kg, Ca byl 1667,8 mg kg* a 1492,0 mg kg, Cox byl 1,27 % a 1,11 %, Nt byl
0,136 % a 0,125 % a pH bylo 6,0 a 5,6 na lokalitdch Vétrolam a Babicka. Na druhé strané lokalita
Vétrolam méla mirné vyssi hodnoty obsahu hof¢iku (Mg) (71 mg kg na lokalité Babi¢ka a 80 mg kg
na lokalité Vétrolam) a kationtové vyménné kapacity (CEC) (12.3 cmolc kg™ na lokalité Babitka a 12.9

cmolc kg na lokalité Vétrolam).

Na kazdé experimentalni lokalité byly zaloZeny v roce 2017 ctyti bloky predstavujici opakovani,
kazdy o rozmérech 100 x 5,2 m a oddélené 4 m Sirokymi travnatymi pdsy. Roky 2017-2018
predstavovaly pfipravnou fazi experimentu ve které byly na vyty¢enych parceldch o velikosti 10 m x
5.2 m provedeny aplikace kompostu (C) a kompostovaného biouhlu — do kompostu byl pfi zakladce
pfidan biouhel (CB), a to vidy ve dvou variantidch (bez ndsledné aplikace dusiku NO a s naslednou
aplikaci dusiku N100), stejné jako u kontrolni varianty bez aplikace kompostu ¢i kompostovaného
biouhlu. Varianty s aplikacemi kompostu/kompostovaného biouhlu a dusiku byly plné randomizovany
v blocich. V tomto pfipravném obdobi byly na vytycenych blocich péstovany ozima psenice (2017) a
ozimé Zito (2018). Aplikace kompostu a kompostovaného biouhlu probéhly ve tfrech délenych davkach
v letech 2017 a 2018 (15.3.2017, 26.9.2017 a 10.10.2018) a to v celkové ddvce 27 t ha (3 x 9 t ha'l).
Bloky byly podélné rozdéleny na podzim 2018 na dva pruhy kazdy o Sifce 2,4 m oddélené ulickou 40
cm: jeden s konvencni technologii (orba bez meziplodin; CT) a druhy s adaptacni technologii
(bezorebné seti a druhové bohaté meziplodiny; AT). Od roku 2018 pak byly zaloZeny parcely se dvéma
urovnémi aplikace dusiku ke kazdé plodiné a to pro vsechny (NO — bez hnojeni dusikem, N100 — plna
davka dusiku odpovidajici dané plodiné). Davky dusiku u variant N100 Cinily pro ozimou pSenici 140 kg
N ha’, jarni jeémen a jarni triticale 100 kg N ha™* a pro zrnovou kukufici 150 kg N ha™. V roce 2019 byla
na obou lokalitach péstovana ozima psenice (odrida Tiguan), v roce 2020 jarni jeémen (odrlida Bojos),
v roce 2021 zrnova kukufice (odrdda Jaipur), v roce 2022 jarni triticale (odriida Mamut), a v roce 2023
ozima psSenice (odrida Avenue). Varianty AT byly sety pfimo do nezpracované plady pomoci seciho
stroje Vaderstad Rapid 300 (v letech 2019, 2020, 2022 a 2023) a Amazone ED-6000-2 C (v roce 2021).
Na variantach CT byla provedena vidy na podzim orba do hloubky 20 cm a pred setim provedena
pfiprava pady do hloubky 5-7 cm. Druhové bohaté meziplodiny byly vysévany ihned po sklizni hlavni
plodiny u varianty AT bezorebné secim strojem Vaderstad Rapid 300 na konci ¢ervence aZ zacatku
srpna 2018, 2019, 2021 a 2022. V roce 2022 nebyla meziplodina vzhledem k pozdni sklizni kukutice
vysévana. Smés meziplodin obsahovala 25 kg ha? smési Fitsoil Nitro (9 druh(l) a 15 kg ha' smési

Greening 5 (5 druh().
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Obradzek 12 Seti kukurice secim strojem Amazone ED-6000-2 C u varianty CT (pFiprvend ptda vlevo) a
AT (vymrzld meziplodina vpravo) soucasné (levy snimek). Bezorebné seti meziplodiny secim strojem
Viderstad Rapid 300 do strnisté sklizené hlavni plodiny u technologie AT (pravy snimek).

Obrdzek 13 Pds adaptacni technlie (AT) se :/zrostl me/plodino . lv) | tall uhveho loz”en/'
meziplodiny s vysokym zastoupenim druhu z Celedi bobovité (vpravo).

Odbéry vzorkl pldy byly provadény na podzim v roce 2023 z hloubkového profilu 0-20 cm. Z kazdé
parcely (opakovani) byly odebrany 3 dilc¢i vzorky, které byly smiseny, vysuseny v susarné pfi teploté 40
°C, homogenizovany a presaty na sité 2 mm. Stanoveni Cox probihalo kolorimetricky po oxidaci
dichromanem draselnym v prostiedi H,SO4 (Walkley-Black). Frakcionace MAOC a POC probihala na
zékladé mérné hmotnosti ¢asti pomoci polywolframanu sodného o mérné hmotnosti 1.86 g cm?3 a
nasledné mokrym sitovanim podle velikosti ¢astic, dle diive popsané metodiky. Cista frakce MAOC byla
vysusena v lyofylizatoru a pouZita pro nasledné analyzy C a N pomoci prvkového analyzatoru
(Dumasova metoda) Vario PyroCube ve spojeni s izotopovym hmotnostnim spektrometrem IsoPrime
100 pro stanoveni izotopl uhliku 2C a 3C. Uhlik oxidovatelny v roztoku manganistanu draselného
(POxC) byl stanoven spektrofotometricky pomoci 0.02 M KMnQ, a nasledného méreni absorbance pfi

550 nm (Culman et al., 2012).

Pro statistické vyhodnoceni vysledkl bylo pouzito tfifaktorové analyzy variance (ANOVA) s faktory
hnojeni dusikem, aplikace kompostu a kompostovaného biouhlu a technologie. ANOVA byla
provedena pro kaidou ze dvou experimentalnich lokalit samostatné. Normalita rozloZzeni byla

testovana Shapiro-Wilk testem a v pfipadé Ze nebyla potvrzena normalita byla provedena Box-Coxova
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transformace. Homogenita rozptylu byla testovana pomoci Leveneho testu. Pro vyhodnoceni
prikaznosti rozdilll mezi priméry bylo provedeno nasledné testovani pomoci Fisherova LSD post-hoc
testu. Statistické analyzy byly provedeny v software Statistica 14. Grafy byly zpracovany v software

Origin Pro 2025.

2.8.2 Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni Cox prokazuji pomérné nejednoznacny efekt experimentdlnich variant na tento
parametr (obr. 14). Na zakladé ANOVA nebyl na lokalité Vétrolam zjistén prikazny efekt Zzadného ze
sledovanych faktor(, zatimco na lokalité Babicka byl zjiStén vysoce prikazny efekt pouze u technologie
(p<0,01), pricemz efekt adaptacni technologie (AT) se projevil obecné ve zvyseni Cox, nicméné tento
efekt byl pfi testovani rozdilG mezi priiméry statisticky prikazny prfedevsim pfi srovnani kontrastni
varianty konvencni technologie (CT) bez hnojeni dusikem (NO) a bez aplikace kompostu (0) a varianty
s adaptacni technologii (AT) hnojené dusikem (N100) s aplikaci kompostu (C) nebo kompostovaného
biouhlu (CB). Prlikazny efekt technologie (rozdil mezi CT a AT) byl rovnéz zjistén pro varianty hnojené
dusikem (N100) v kombinaci s aplikaci kompostu (C) a kompostovaného biouhlu (CB). To potvrzuje
také prikazna interakce mezi technologii a hnojenim dusikem a také trojita interakce mezi technologii,
hnojenim dusikem a aplikaci kompostu nebo kompostovaného biouhlu. Rozdil u téchto variant je
ovsem dan také mirnym poklesem obsahu Cox u konvenéni technologie, cozZ indikuje, Ze aplikace
kompostu nebo kompostovaného biouhlu v kombinaci sorbou a hnojenim dusikem muZe vést
k priming efektu (Kuzyakov, 2010), projevujicimu se poklesem Cox, zatimco aplikace kompostu nebo
kompostovaného biouhlu bez zapraveni vede k vyssi stabilité a mirnému navyseni Cox v plidé. Kromé
samotné aplikace kompostu nebo kompostovaného biouhlu se na zvySeni priming efektu mize podilet
také aplikace dusiku, protoze prlikazny efekt na snizeni obsahu Cox u CT byl pozorovan pouze u variant
hnojenych dusikem. Bei et al. (2022) dokazuji Ze kombinace pfidani slamy se zvySenou nabidkou dusiku
zvysuje primingovy efekt v priméru o 18.1 % arozklad sldmy o0 17.1 %, coz vede k rozkladu organického
uhliku v plidé. Dokladuji to rovnéz aktivaci mikroorganismu jako dasledek pfidani slamy a zvysené

nabidky dusiku.

Pozitivni efekt na obsah Cox u AT technologie poukazuje na pomalejsi dekompozici organické
hmoty a prispévek biomasy druhové bohatych meziplodin. Pfi prepoctu celkové zasoby organického
uhliku v pidé na jednotku plochy na zakladé objemové hmotnosti by zfejmé doslo ke zvyseni efektu
AT na obsah Cox (vhledem k o¢ekdvanému zvyseni objemové hmotnosti pudy u AT technologie), coz
ale plati i pro vSechny nasledné uvadéné parametry. Toto navyseni zasoby organického uhliku v padé
pfi prepoctu na objemovou hmotnost dokumentuji i nékteré kratkodobé studie predevsim pro no-til
technologie a v mensi mife i pro meziplodiny (Farina et al., 2024; Veenstra et al., 2007). Obvykle je

v nich ale obtizné odlisit efekt zmény objemové hmotnosti a skute¢ného (zejména pak dlouhodobého)
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uloZeni uhliku ve formé MAOC. ProtoZe parametr objemové hmotnosti redukované je pomérné
dynamicky nejen u variant s orbou, ale i u bezorebnych technologii (kdy nejprve dochdzi k navyseni,
ale nasledné klesa se zvysujicim se podilem makropdrd), mél by byt prepodet mnoiZstvi uloZzeného
uhliku na plochu pomoci objemové hmotnosti redukované pouZivan a interpretovan uvazlivé.
Zhutnéni plGdy nebo naopak nakypreni pady tak mizZe byt nespravné interpretovano jako navyseni
nebo pokles mnoZstvi uloZzeného uhliku na jednotku plochy, i kdyZz se obsah uhliku na jednotku
hmotnosti pidy neméni. Z pohledu posouzeni zmén v Case je proto spravnéjsi pouzivat k porovnani

vyjadreni na jednotku hmotnosti pldy.
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Obrazek 14 Vliv hnojeni dusikem (NO — bez hnojeni N, N100 — pind ddvka N dle plodiny), aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu (0 — bez aplikace, C — aplikace kompostu, CB — aplikace
kompostovaného biouhlu) a technologie (CT — konvencni technologie zaloZend na orbé bez péstovdni
meziplodin, AT — adaptacni technologie zaloZend na bezorebném seti a péstovdni druhové bohatych
meziplodin) na mnoZstvi organického (oxidovatelného) organického uhliku stanoveného ve vzorku ptdy
kolorimetricky po oxidaci dichromanem draselnym v prostredi H,SO, (Walkley—Black). Boxy zndzorriuji
25-75% percentil, chybové usecky smérodatné odchylky od priiméru. Primér je zndzornén prdazdnym
bodem a medidn ¢arou uvnitf boxu. Sedé body oznacuji namérené hodnoty za jednotlivd opakovdni.
Pismena vyjadruji pfislusnost primért variant k homogennim skupindm na zdkladé ndsledného testu
trifaktorové ANOVA s vyuZitim Fisherova LSD testu pro p=0,05 (rozdilnd pismena indikuji statisticky
prikazné rozdily mezi dvéma priiméry).

Vytézek frakcionace pro stanoveni MAOC byl vyhodnocen u kontrolni varianty (NO CT), pfi¢emz
hmotnostni vytéZzek na lokalité Babicka Cinil 97.9£0.7% a na lokalité Vétrolam 98.21+0.7%, a vytézek
uhliku Cinil na lokalité Babicka 84.7£5.2% a na lokalité Vétrolam 84.8+4.3%. Mnozstvi uhliku poutaného
na jemnou mineralni frakci pQdy (jil a prach/hlinité éastice) — MAOC byl naproti tomu na obou
lokalitach dle vicefaktorové ANOVA ovlivnén statisticky priikazné technologii a na lokalité Vétrolam
navic také hnojenim dusikem (obr. 15).

Na lokalité Vétrolam byla rovnéz zaznamendana vyznamna

interakce vlivu technologie a aplikace kompostu/kompostovaného biouhlu. Vedle efektu lokality je
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tedy zfrejmé, Ze pro formovani MAOC ma zdsadni vyznam zejména technologie a pak také interakce
technologie s aplikaci kompostu/kompostovaného biouhlu. Ackoliv je na obou lokalitach patrné, ze AT
zvySuje mnoZstvi uhliku poutaného v jemné minerdlni frakci pady, prlikazny je na zakladé testovani
rozdilu mezi prliméry pomoci Fisherova LSD testu tento efekt na lokalité Babicka pouze u aplikace
kompostovaného biouhlu (CB) a hnojeni dusikem (N100), a na lokalité Vétrolam u aplikace kompostu
(C), kompostovaného biouhlu (CB) opét pro variantu hnojenou dusikem (N100). Z téchto vysledkl na
obou lokalitach vyplyva ze formovani MAOC je podporovana zejména kombinaci adaptacni technologie
(AT), aplikace kompostu ¢i kompostovaného biouhlu, a hnojeni dusikem. Bezorebna technologie
v kombinace s meziplodinami ma tendenci stimulovat proces formovani MAOC tim, Ze: i) zvySuje a
zajistuje nepretrzity prisun organickych latek z rhizosféry at jiz ve formé kofenovych exsudatd tak i ve
formé odumftelé biomasy kofenu hlavni plodiny a meziplodiny; ii) dochazi k omezenému narusovani
padni struktury, pfedevsim pak pldnich makroagregat(, které chrani organickou hmotu pred rychlym
rozkladem a zajistuji vhodné podminky pro ptdni mikroorganismy (zejména pudni houby) podilejici se
velmi pravdépodobné na formovani MAOG; iii) udrZuje vyssi vihkost pady diky mulci rostlinnych zbytkd
a jsou tak vytvareny vhodné podminky pro dostate¢nou produkci organickych latek rostlinami a jejich

transformaci plidnimi mikroorganismy (Farina et al., 2024; Murage et al., 2007).
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Obrdzek 15 Vliv hnojeni dusikem (NO — bez hnojeni N, N100 — pind ddvka N dle plodiny), aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu (0 — bez aplikace, C — aplikace kompostu, CB — aplikace
kompostovaného biouhlu) a technologie (CT — konvencni technologie zaloZend na orbé bez péstovani
meziplodin, AT — adaptacni technologie zaloZend na bezorebném seti a péstovdni druhové bohatych
meziplodin) na mnoZstvi na minerdly poutaného organického uhliku v pidé (MAOC). Boxy zndzornuji
25-75% percentil, chybové usecky smérodatné odchylky od priiméru. Primér je zndzornén prdazdnym
bodem a medidn ¢arou uvnitf boxu. Sedé body oznacuji namérené hodnoty za jednotlivd opakovdni.
Pismena vyjadruji pfislusnost primért variant k homogennim skupindm na zdkladé ndsledného testu
trifaktorové ANOVA s vyuZitim Fisherova LSD testu pro p=0,05 (rozdilnd pismena indikuji statisticky
prikazné rozdily mezi dvéma priiméry).
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Mnoizstvi lehkého ¢asticového uhliku v padé (POC), ktery predstavuje prevazné labilni frakci byl na
lokalité Babicka zaznamenan prikazny efekt vSech tfi faktor( nezavisle (technologie, aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu a hnojeni dusikem) a také interakce hnojeni dusikem
s technologii, aplikace kompostu/kompostovaného biouhlu s technologii a interakce vsech tfi faktoru.
Naproti tomu na lokalité Vétrolam byl zaznamenan prikazny efekt pouze u hnojeni dusikem a aplikace
kompostu a kompostovaného biouhlu, a pak také u interakce aplikace kompostu/kompostovaného
biouhlu a technologie. Pfi vzajemném porovnani rozdil(i mezi priméry pak byl prikazny efekt zjistén
zejména u variant s aplikaci kompostovaného biouhlu a kompostu v kombinaci s adaptacni technologif
a hnojenim dusikem (N100) (obr. 16). Frakce POC je tedy zjevné navySovana aplikaci kompostu a
kompostovaného biouhlu, nicméné podobné jako v pripadé Cox je tento efekt vyrazné nizsi a
statisticky neprikazny u orby a také u variant nehnojenych dusikem. To indikuje jednak vyssi rozklad
kompostu ¢i kompostovaného biouhlu v pripadé orby, ale také vyznamny podil zbytk( korenu
meziplodin i hlavni plodiny pro navysovani tohoto zasobniku, které pravdépodobné kompenzuji
rozklad organické hmoty kompostu. Naopak zapraveni poskliziiovych zbytkl do pldy orbou (AT) se
projevuje na frakci POC jen malo, a efekt na mirné zvyseni oproti AT byl patrny pouze u variant bez

aplikace kompostu ¢i kompostovaného biouhlu.
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Obrazek 16 Vliv hnojeni dusikem (NO — bez hnojeni N, N100 — pind ddvka N dle plodiny), aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu (0 — bez aplikace, C — aplikace kompostu, CB — aplikace
kompostovaného biouhlu) a technologie (CT — konvencni technologie zaloZend na orbé bez péstovdni
meziplodin, AT — adaptacni technologie zaloZend na bezorebném seti a péstovdni druhové bohatych
meziplodin) na mnoZstvi lehkého cdsticového uhliku v padé (POC). Boxy zndzorfiuji 25-75% percentil,
chybové usecky smérodatné odchylky od primeéru. Priimér je zndzornén prdzdnym bodem a medidn
&arou uvnitf boxu. Sedé body oznacuji naméfené hodnoty za jednotlivé opakovdni. Pismena vyjadfuji
prislusnost primeérd variant k homogennim skupindm na zdkladé ndsledného testu trifaktorové ANOVA
s vyuZitim Fisherova LSD testu pro p=0,05 (rozdilng pismena indikuji statisticky prikazné rozdily mezi
dvéma priméry).
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Frakce MAOC v pdé byla déle analyzovana na izotopovou diskriminaci izotopu 3C (83C), kterd
v podminkach se stejnym osevnim sledem muze byt indikdtorem podilu mikrobidlni aktivity na
formovani MAOC (obr. 17). ANOVA potvrdila vyznamny efekt technologie a aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu na zménu 83C ve frakci MAOC. Navic na lokalité Vétrolam byl
pozorovan prikazny vliv hnojeni N. Z vysledkd je zfejmé, Ze efekt technologie na 8'3C zavisi na aplikaci
kompostu/kompostovaného biouhlu. Zatimco bez aplikace kompostu/kompostovaného biouhlu je
patrné obecné snizeni diskriminace vlivem AT (méné zadporné hodnoty 83C — statisticky prakazny efekt
pouze na lokalité Vétrolam bez hnojeni N), po aplikaci kompostu a kompostovaného biouhlu je naopak
patrné zvySeni diskriminace vlivem AT. Tento efekt byl statisticky prikazny na lokalité Babicka pro
variantu hnojenou dusikem (N100) v kombinaci s aplikaci kompostovaného biouhlu (CB) a na lokalité
Vétrolam opét u variant hnojenych dusikem s aplikaci kompostu (C) i kompostovaného biouhlu (CB).
Mensi diskriminace 3C (méné zdporné 8BC) poukazuje na vy3$i mineralizaci organické hmoty
pusobenim bakterii, protoZe pfi tomto procesu je pfednostné mineralizovén lehéi izotop '°C a
v mikrobidlné transformované ptdni organické hmoté se tak navy3uje podil izotopu 3C (Angers et al.,
1995). Pfevaha tohoto procesu je patrnd u konvencni technologie (CT) vyjma variant bez aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu. Je tedy ziejmé, Ze orba v kombinaci s aplikaci kompostu a
kompostovaného biouhlu podporuje dekompozici organické hmoty. Naopak vy3$i diskriminace 3C
(vice zdporné 83C) muze byt indikdtorem vy33i aktivity hub (jak saprotrofnich tak i mykorhiznich)
v jejichZ télech dochézi ke zvy3ené diskriminaci 3C zejména u lipid (Kohl et al., 2015). Vysledky tak
ukazuji Ze kombinace adaptacni technologie (AT), aplikace kompostu ¢i kompostovaného biouhlu (C,

CB) a hnojeni dusikem (N100) zvysuje podil hub na formovani MAOC.
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Obrdzek 17 Vliv hnojeni dusikem (NO — bez hnojeni N, N100 — pind ddvka N dle plodiny), aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu (0 — bez aplikace, C — aplikace kompostu, CB — aplikace
kompostovaného biouhlu) a technologie (CT — konvencni technologie zaloZend na orbé bez péstovdni
meziplodin, AT — adaptacni technologie zaloZend na bezorebném seti a péstovdni druhové bohatych
meziplodin) na diskriminaci izotopu uhliku 3C (§3C) v MAOC. Boxy zndzorriuji 25-75% percentil,
chybové usecky smérodatné odchylky od pruméru. Priimér je zndzornén prdazdnym bodem a medidn
&arou uvnitf boxu. Sedé body oznacuji naméfené hodnoty za jednotlivé opakovdni. Pismena vyjadfuji
pfislusnost priiméri variant k homogennim skupindm na zdkladé ndsledného testu trifaktorové ANOVA
s vyuZitim Fisherova LSD testu pro p=0,05 (rozdilnd pismena indikuji statisticky prukazné rozdily mezi
dvéma primeéry).

Vzhledem k tomu, Ze frakcionace organického uhliku dle mérné hmotnosti a velikosti na MAOC a
POC je znacné zdlouhava a pracna, bylo nasi snahou nalézt parametry, které by predstavovaly alespon
hrubé indikatory stabilni frakce MAOC v pUdé. Jak jiz bylo uvedeno vyse, je ziejmé, Ze parametr Cox
nekoresponduje dostatecné s frakci MAOC v pladé, coz dokumentuje také slaba zavislost mezi Cox a
MAOC (obr. 19). Ackoliv je tato zavislost statisticky vysoce prikazna, nizkd hodnota Pearsonova
korelaéniho koeficientu (R = 0.269) a zejména hodnota adjustovaného R?, kterd indikuje spolehlivost
predikce jen okolo 6%, prokazuji ze Cox neni mozné pouzit ani jako hruby indikator obsahu MAOC.
Ztady parametrd, které byly pouZity pro odhad MAOC v plQdé je patrné, Ze nejlepsich hodnot
spolehlivosti predikce je dosahovano pro parametr POxC (Permanganate Oxidisable Carbon) (obr. 18).
Spolehlivost predikce pomoci POxC dosahuje na zékladé vyhodnoceni adjustovaného R? 64% (obr. 19),
coz? je dostacujici pro hruby odhad rozdil( v obsahu MAOC. Ackoliv nejsou k dispozici studie, které by
potvrzovaly mechanistickou souvislost mezi POxC a formovanim MAQOC, fada studii potvrzuje Ze POxC
je mozZné povaZovat za vhodny ukazatel zdravi pady (Culman et al., 2012; Hurisso et al., 2016). POxC
méri predevsim fenolické a polyfenolické slouceniny v plGdé, které nejsou pfimo spojeny s

mikrobialnimi procesy, ale vypovidaji o padnich procesech zprostfedkovanych rostlinami. Diky tomu je
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POxC cennym nastrojem pro hodnoceni zdravi pldy a potencialu pro tvorbu MAOM, protoZe odrazi

pritomnost organické hmoty, ktera muize prispivat k sekvestraci uhliku v padé (Culman et al., 2012).
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Obrazek 18 Vliv hnojeni dusikem (NO — bez hnojeni N, N100 — pind ddvka N dle plodiny), aplikace
kompostu/kompostovaného biouhlu (0 — bez aplikace, C — aplikace kompostu, CB — aplikace
kompostovaného biouhlu) a technologie (CT — konvencni technologie zaloZend na orbé bez péstovdni
meziplodin, AT — adaptacni technologie zaloZend na bezorebném seti a péstovdni druhové bohatych
meziplodin) na hodnoty POxC. Boxy zndzorriuji 25-75% percentil, chybové usecky smérodatné odchylky
od priméru. Primér je zndzornén prdzdnym bodem a medidn ¢arou uvnitf boxu. Sedé body oznacuji
namérené hodnoty za jednotliva opakovdni. Pismena vyjadruji pfislusnost priméri variant
k homogennim skupindm na zdkladé ndsledného testu trifaktorové ANOVA s vyuZitim Fisherova LSD
testu pro p=0,05 (rozdilnd pismena indikuji statisticky prikazné rozdily mezi dvéma primery).
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Obrdzek 19 Linedrni zavislosti pro vztah mezi obsahem Cox v ptudé a MAOC (vlevo) a mezi obsahem
POxC a MAOC (vpravo). Tmavé sedd plocha vyznacuje 95% pds spolehlivosti a svétle Sedd plocha 95%
pds predikce. V grafech jsou ddle uvedeny hodnoty Pearsonova korelacniho koeficientu R a
adjustované R?, které vyjadfuje spolehlivost predikce MAOC. ** indikuje statisticky vysoce prikaznou
zavislost (p<0.01).

2.8.3 Zadver

Vysledky pétiletého experimentu s technologiemi regenerativniho zemédélstvi (AT) ukazuji, Ze
zmény smérujici k dlouhodobé akumulaci organického uhliku v pldé jsou obtizné detekovatelné
prostfednictvim bézné vyuzivaného parametru Cox. MnoiZstvi stabilné uloZzeného uhliku je proto
vhodnéjsi vyhodnocovat jako organicky uhlik poutany na mineralni ¢astice - MAOC. Technologie
regenerativniho zemédeélstvi oviem v takto kratkodobém horizontu zvySuji MAOC statisticky prikazné
pouze v kombinaci s hnojenim dusikem a aplikaci kompostu nebo kompostovaného biouhlu. Na
zékladé izotopové diskriminace 863C Ize rovnéZ usuzovat, e na akumulaci MAOC se ve zvy$ené mife
podili houby, zatimco u konvenéni technologie s orbou indikuje §'3C pfevahu bakteridlni mineralizace
organické hmoty. Vzhledem k narocnosti stanoveni MAOC je na zakladé zjisténych vysledkl mozné

povaZovat za vhodny indikator jeho akumulace v padé POxC.
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3 Shrnuti dosazenych vysledk a pfinosy pro praxi

Predlozend metodika se zaméfuje na vyhodnoceni stabilnich forem uhliku v piddé pomoci
frakcionace a popisuje zakladni rozdily v mechanismech ukladani a dobé setrvani v padé. Metodika
detailné popisuje optimalizovanou metodu frakcionace organického uhliku v pidé dle mérné
hmotnosti a velikosti ¢astic na stabilni frakci MAOC — organicky uhlik poutany na jemné mineralni
Castice (jil a prach/hlinité castice) a snadno odbouratelny uhlik POC - lehky ¢&asticovy uhlik
reprezentovany fragmenty c¢astecné degradovanych zbytk( rostlin a pldnich Zivocichl. V metodice
jsou popsany kroky vedouci k optimalizaci celého procesu frakcionace i mozné problémy, které mohou

pfi implementaci metody nastat.

Dale metodika zahrnuje testovani metody na pUdnich vzorcich zviceletého experimentu,
zaméreného na zvysovani obsahu organického uhliku v plidé a zvySovani jeho stability prostfednictvim
ukladani do frakce MAOC. K navyseni obsahu frakce MAOC dochazi zejména u kombinace faktort
adaptacni technologie (AT — bezorebné zakladani porostl s péstovanim druhové bohatych
meziplodin), hnojeni dusikem a aplikace kompostu ¢i kompostovaného biouhlu, zatimco u jednotlivych
faktor( uplatiovanych samostatné je efekt nizky. Z pohledu praxe je proto nutné podporovat zejména
ucelené technologie, kde se jednotlivé prvky technologie vzajemné synergicky potencuji v pozitivnim

efektu na ukladani uhliku ve frakci MAOC, zatimco efekt dil¢ich prvk( technologie je vyrazné pomalejsi.

Vysledky rovnéz ukazuji, Ze mezi standardnim parametrem obsahu organického uhliku v ptdé —
Cox a frakci MAOC existuje pouze velmi slaba zdvislost, a tudiz neni mozné Cox povaZovat za indikator
stability uloZeni uhliku. Naopak predikéni spolehlivost MAOC se vyrazné zvySuje pro parametr POxC,
ktery poukazuje na tzv. aktivni uhlik v pdé a ulohu rostlin v kombinaci s mikrobidlni procesy, které
jsou duleZité pro formovani MAOC. To rovnéZ potvrzuje izotopova diskriminace §3C v MAOC, kter3
indikuje, Ze bezorebné technologie s meziplodinami vkombinaci saplikaci kompostu,
kompostovaného biouhlu a hnojeni dusikem pfispivaji k vétSimu podilu hub na ukladani uhliku

v MAOC.
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4 Srovnani novosti postupu

Frakcionace pldy podle velikosti ¢astic a hustoty je v soucasné dobé jednim z nejmodernéjsich
pristupl k charakterizaci organické hmoty v plidé. Metody fyzikalni frakcionace pidniho organického
uhliku (SOC) nahrazuji plvodni metody, které hodnotily stabilitu SOC pouze na zadkladé jejich
chemickych vlastnosti (napf. obsahu huminovych kyselin a fulvokyselin). Tento plvodni koncept viak
neodrazel skutecnou podstatu stability SOC a fyzikalni mechanismy jeji stabilizace v padé (Lehmann
and Kleber, 2015; Schmidt et al., 2011). Hlavni prfednosti frakcionace je, Ze béhem analyzy zlstava
fyzickd a chemicka integrita plidy do znacné miry zachovana. Diky tomu lze jednotlivé ziskané frakce

interpretovat s vysokou mirou jistoty, pokud jde o jejich funkci a plivod (Lavallee et al., 2020).

Pti vyvoji protokolu frakcionace byly postupy optimalizovany tak Ze byly zdmérné vynechany
postupy, které nebyly nezbytné pro kvalitu nebo interpretovatelnost jednotlivych frakci. Napfiklad byl
vyloucen krok sonikace (ultrazvukové desintegrace), ktery se Casto pouZziva k rozruseni agregat(, ale
mUze zplsobit artefakty a zbyte¢nou variabilitu vysledkd (Kaiser and Asefaw Berhe, 2014). Byl vylouéen
také chemicky krok disperze pldy roztokem hexametafosfatu sodného (Na-HMP), protoZe zvysuje
pracovni zatéz a vede k dalSi ztraté SOC (Just et al., 2021). Kromé toho bylo zefektivhéno nékolik
provoznich krokd, véetné filtrace ptdnich suspenzi a recyklace polywolframanu sodného (SPT), ¢imZ se

vyrazné snizila finanéni a ¢asova narocnost postupu.

Dalsim pfinosem této metodiky je zahrnuti podrobného navodu pro sestaveni filtracniho a
vakuového odsavaciho systému. Takové zafizeni Ize snadno sestavit z béZné dostupnych komponentd,
ale na ceském trhu neni komer¢né dostupné. Diky pfesnym montazinim pokynim umozZnuje tato
metoda laboratofim s omezenym vybavenim a rozpoc¢tem provadét presné vicestupnové frakcionovani

podle velikosti a hustoty spolehlivé a reprodukovatelné.

Metodika rovnéz na konkrétnim experimentu prokazuje jednak prakticky vyznam frakcionace pfi
posouzeni rlznych metod hospodarfeni z pohledu stability uloZzeni organického uhliku v padé, a
potvrzuje rovnéz nékteré predpoklady, které dosud nebyly jednoznacné prokazany, tedy predevsim,
Ze kombinace opatreni, jako je bezorebné zakladani porostl hlavni plodiny i meziplodin, péstovani
druhové bohatych meziplodin, aplikace kompostu nebo kompostovaného biouhlu, a dostatecnd
nabidka dusiku vykazuji synergicky ucinek na formovani stabilniho zasobniku MAQOC, zatimco jejich

individuaIni pouZiti ma obecné nizky a ¢asto neprikazny efekt na mnozstvi MAOC v pldé.
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5 Popis uplatnéni metodiky

Frakcionace pldniho organického uhliku na MAOC (mineral-associated organic carbon) a POC
(particulate organic carbon) je klicova pro dlvéryhodné certifikacni schéma plateb za uloZzeny uhlik
v tzv. uhlikovém zemédélstvi (carbon farming), protoze obé frakce se lisi perzistenci, nasycenosti a
rizikem ztraty. Vyznamnou skupinu uZivatelG této metodiky proto tvofi tvirci politik zabyvajici se
monitorovanim a zvySovanim zasob uhliku v pldé. MAOC predstavuje obecné stabilnéjsi a
modelovatelnou zdsobu vazanou na mineralni povrchy, zatimco POC je citlivéjSi na disturbanci
(spojenou zejména se zpracovanim pudy), a proto také rychleji reaguje na zmény hospodareni. Proto
samotné sumarni mnoZstvi celkového organického uhliku v padé (SOC, Cox) nedokaze spolehlivé odlisit
kratkodobé zmény (toky) od dlouhodobého uloZeni uhliku, coZ je zasadni pro vyhodnoceni skute¢ného
narlstu a setrvalosti v certifikaci ukladani uhliku v plidé. Frakcionace organického uhliku v pldé
naopak umozZiuje v MRV (Monitoring, Reporting and Verification) systémech parametrizovat a
validovat procesni modely na frakéné métitelnych veli¢inach (POC/MAOC), misto neurcitych zasobnikd
(SOC, Cox), ¢imz se sniZuje nejistota predikci a zvySuje auditovatelnost vysledk( pro vyplaty uhlikovych

kredita.

Pro dalkovy prizkum a nepfimé analytické metody, které jsou rovnéZ hojné vyuzivany
v certifikaCnich systémech, je znalost podilu MAOC v(ici POC dllezita proto, Ze satelitni odhady SOC
trpi (vedle odhadu nepresné veliiny z pohledu dlouhodobého uloZeni uhliku) také heterogenni
metodikou, vlivem povrchové vihkosti, vegetacniho krytu a absenci standardnich protokold. Frakéni
informace pak slouZi jako ,ground truth“ pro skalovani a cross-kalibrace s pfistupy dalkového

prizkumu, procesového modelovani a strojového uceni.

Z pohledu evropského ramce CRCF (Carbon Removal and Carbon Farming Certification Framework
— nafizeni EU ¢. 2024/3012, které vytvari prvni dobrovolny, jednotny ramec certifikace ukladani uhliku
phdé, lesich i produktech a navazujicich MRV iniciativ (FAO GSOC, JRC/ISRIC) dava frakcionace prakticky
nastroj pro definici kvality a permanence ukladani (napf. oddélené reportovani POC a MAOC, jejich
nejistot a rizik rychlého odbourdvani ulozeného uhliku), a tim i pro vykonové zaloZené platby a

nezavislou verifikaci.

Dalsi klicovou skupinu uZivateld tvofi zemédélci. Frakcionace poskytuje informativnéjsi ukazatel
stavu uhliku v padé neZz samotny celkovy obsah uhliku (Just et al.,, 2021). Na zakladé posouzeni
relativniho poméru POC a MAOC mohou zemédélci a agronomové presnéji vyhodnotit Ucinnost
technologii a opatfeni z pohledu efektu na dlouhodobé ukladani uhliku v pidé (Chen et al., 2019;
Georgiou et al., 2022). Tyto informace mohou slouzit jako voditko pro prakticka rozhodnuti vedouci ke

zlepsSeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti pldy, jeji Urodnosti a dlouhodobé odolnosti vici erozi a



54

klimatickym extrémim (Paustian et al.,, 2016). Mimo to, tato metodika castecné ukazuje, jaké
praktické postupy a zejména jaké kombinace postupl maji perspektivu z pohledu ukladani uhliku do
stabilniho zasobniku MAOC. Jedna se zejména o kombinace bezorebnych technologii, péstovani

druhové bohatych meziplodin, dostate¢ného zasobeni dusikem a aplikace kompostu.

Lze ocekdvat také vyznamné rozsifeni metodiky v dalSim vyzkumu, ktery je zaméreny na dynamiku
pGdniho SOC a procesy vedouci ke jeho stabilizaci ¢i naopak destabilizaci. Ziskand data mohou
napomahat lepSimu porozuméni procesu stabilizace uhliku v pldé, vcéetné lepsiho pochopeni
mechanismU setrvavani a premén puadniho uhliku a dalSich biogennich prvk( za raznych
environmentdlnich podminek a antropogennich zasah( (Lavallee et al., 2020; Zhou et al., 2024). Dals$im
odvétvim vyzkumu, kde najde metodika uplatnéni, je ptidni ekologie. Frakce POM obsahuje biologicky
relevantni material, naptiklad spory arbuskularné mykorrhiznich hub — vyznamnou, avsak historicky
prehlizenou skupinu symbiotickych pladnich mikroorganism(. Frakce MAOM je tvofena organickymi
latkami pevné asociovanymi s mineralnimi povrchy a zahrnuje typické produkty mikrobialni aktivity ci
rozkladu, jako jsou aminocukry nebo nizkomolekularni organické kyseliny (Liang and Zhu, 2021; Tao et
al.,, 2023). Analyza téchto marker( v této frakci mlze poskytnout duleZité informace o pldnich

procesech, kolobéhu Zivin a stabilité agroekosystému (Kastner et al., 2021; Li et al., 2021).
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6 Ekonomické aspekty uplatnéni metodiky

Klicovym dlouhodobym ptinosem této metodiky je jeji potencial ke zlepseni Géinnosti programi
zprostredkujicich platby (kredity) za dlouhodobé uloZeni uhliku v piidé a pozdéji i predpokladané
platby za emisni povolenky z planovaného sytému obchodovani s emisemi ze zemédélstvi (AgETS),
nebo evropskych ¢i narodnich dotaci na sekvestraci uhliku v plidé a na zlepSovani pldni Urodnosti.
Sekvestrace uhliku v pddé ma totiZ vedle prinost pro mitigaci klimatické zmény také radu dalsich
benefitl, které spocivaji ve vyssi schopnosti pQdy zadrzet vodu v padé, schopnosti filtrovat vodu,
sniZzovat erozni ohroZeni pld, zvySovat diverzitu pldnich organism( a také poskytovat stabilngjsi a
z dlouhodobého hlediska i vyssi vynosy v podminkach zvysujici se klimatické variability a extremity.
Mnoho béZné pouzivanych analytickych pristupl ma tendenci nadhodnocovat mnozZstvi uhliku
ulozeného v pladé, predevsim proto, Ze nerozliSuji mezi nedavno pfidanymi organickymi vstupy a
uhlikem, ktery je stabilizovan v na povrsich pldnich ¢astic (Saifuddin et al., 2024). Pomoci této
metodiky Ize tento stabilnéji uloZeny organicky uhlik v plidé — MAOC kvantifikovat. Vzhledem k tomu,
Ze MAOC je frakce, ktera nejvice prispiva k dlouhodobé perzistenci uhliku v orné padé, existuje silny
ekonomicky dlvod pro to, aby se motivacni mechanismy zakladaly na mnozZstvi uhliku uloZzeného ve

frakci MAOC, a nikoli pouze na méreni celkového obsahu uhliku v ptidé (Paul et al., 2023).

Takovy pfistup by vyrazné omezil moznosti manipulace v ramci rliznych certifikanich systému a
dotaci. Naptiklad pfidani hnoje nebo rostlinné biomasy do pldy kratce pfed odbérem vzork( muize
uméle zvysit celkové hodnoty uhliku v pudé, avsak tento pridany material by byl detekovan témér
vyluéné ve frakci POM, nikoli ve frakci MAOM (Qi et al., 2023). RozliSenim mezi témito dvéma zasobniky
pomoci frakcionace umoznuje transparentnéjsi, spravedlivéjsi a ekologicky smysluplnéjsi hodnoceni

vysledk( sekvestrace uhliku (Cotrufo et al., 2019).

Druhy ekonomicky relevantni aspekt se tyka hodnoceni slozeni mikrobialni komunity a jejich podilu
na tvorbé zasobniki POM a MAOM. Tyto komunity podporuji vedle stabilizace uhliku v ptidé dalsi
klicové ekosystémové funkce, véetné kolobéhu Zivin a ziskavani Zivin rostlinami. Napriklad dlouhodobé
pouzivani hnojiv s vysokym obsahem fosforu, intenzivni obdélavani pldy a absence meziplodin mohou
snizit pocetnost klicovych taxonl arbuskularné mykorrhiznich hub, které usnadnuji pfijem fosforu a
dusiku rostlinami (George and Ray, 2023). V takovych pfipadech ztrdta této funkéni symbidzy a
biodiverzity zvySuje pozadavky na hnojiva, coz predstavuje kvantifikovatelné ekologické a ekonomické
naklady (Fan et al., 2023; Liu et al., 2023). Vzhledem k tomu Ze formovani zdsobniku MAOC je Uzce
spojeno s pritomnosti a aktivitou mykorhiznich hub tak Ize ocekavat spolecné se sekvestraci uhliku také

posilovani schopnosti rostlin si prostfednictvim mykorhiznich hub osvojovat Ziviny, které jsou v padé



56

pfistupné jen vomezené mire. Frakcionace tak poskytuje rdmec pro identifikaci vzniku takovych

funkénich ztrat, nezZ se projevi poklesem produktivity nebo zvySenim vstupnich naklada.

Rozsifeni metodiky frakcionace pldniho organického uhliku do akreditovanych laboratofi,
provadéjicich padni analyzy pfispéje do znaéné miry ke zvyseni efektivity hospodafeni na zemédélské
pldé, protoZe zemédélci budou mit robustni zpétnou vazbu o tom, kterd opatreni funguji a dochazi
k navySovani stabilnich forem uhliku v pidé, a naopak pfi jakém zplsobu hospodafeni dochazi
k pokracujicimu poklesu obsahu organického uhliku v pldé. To jim umozZni dlouhodobé zlepsovat
padni drodnost, a predevsim pak budovat vynosovou stabilitu pro budouci neptiznivé podminky

spojené s klimatickymi extrémy, zejména pak s epizodami sucha a vysokych teplot.
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