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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace byla optimalizace sekvencni frakcionace organické hmoty, aby byla
vyuzitelnd pro fyzikalné-chemickou charakterizaci extrahovanych frakci. Jako zdrojova
matrice organické hmoty byla vyuzita huminova kyselina izolovana z oxidovaného hnédého
uhli Leonarditu. Byla sestavena eluotropni fada a provedena sekvencni frakcionace pomoci
extrakce na Soxhletové pfistroji. Vychozi huminova kyselina a frakce byly charakterizovany
pomoci elementarni analyzy (EA) a termogravimetrické analyzy (TGA), dale pak za pouziti
infraCervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR), molekulové absorpcni
spektrometrie (UV/Vis), fluorescencni spektrometrie a v neposledni fadé i1 potenciometrickou
titraci. Z vysledki elementarni analyzy byly stanoveny atomové poméry. Z nameéfeny
UV/VIS a fluorescencnich excitacnich a emisnich spekter byly vypocteny absorpcni
koeficienty, resp. fluorescencni koeficienty.

Vyuzitd metoda frakcionace huminové kyseliny se prokéazala byt vhodnou metodou pro
zkoumani struktury HK. Celkové se podafilo extrahovat 62 hm. % z navazky HK, vytézky
frakci se pohybovaly v rozmezi 0,36-30,92 hm. %. Z vysledku strukturni analyzy je zifejmé,
Ze se se zvySujici polaritou organického rozpoustédla nejprve izolovaly frakce s dlouhymi
alifatickymi fetézci a postupné se zvySovala jejich aromaticita. Nepolarni organicka
rozpoustédla byla vhodna pro extrakci sloucenin podobnych struktufe lipida, zatimco nejvice
polarni organické frakce byly bohaté na polarni skupiny a svymi parametry byly blizké
ptivodni huminové kyseliné. Frakce extrahovana acetonitrilem byla nejodlisnéjsi. Frakce
obsahovala nejvice dusiku a obsahovala vét§i mnozstvi amidovych skupin, charakteristickych
pro strukturu podobnou proteinim. V poslednich dvou frakcich, extrahovanych alkoholy, byl
pozorovan vyznamny bathochromni posun typicky pro fluofor typu V. Mimo jiné byly
charakteristické také vyssim obsahem rostlinnych sacharidovych zbytka.

KLIiCOVA SLOVA

Sekvencni chemicka frakcionace, huminova kyselina, Soxhletova extrakce, organicka frakce,
absorp¢ni koeficienty, fluorescen¢ni koeficienty, FTIR, aromaticita



ABSTRACT

The aim of the diploma thesis was to optimize the sequential fractionation method of organic
matter to be used for physico-chemical characterization of extracted fractions. Humic acid
isolated from oxidized brown coal of Leonardite was used as a source matrix of organic
matter. An eluotropic series was assembled and sequential fractionation was performed by
extraction on a Soxhlet apparatus. The original humic acid and fractions were characterized
by elemental analysis (EA) and thermogravimetric analysis (TGA), followed by Fourier
transform infrared spectrometry (FTIR), molecular absorption spectrometry (UV/VIS),
fluorescence spectrometry and potentiometric titration. Atomic ratios were determined from
the results of the elemental analysis. From the measured UV/Vis and fluorescence excitation
and emission spectra, the absorption coefficients, resp. fluorescence coefficients.

Used fractionation method proved to be a suitable method for studying HA structure.
A total of 62 wt. % of initial material was extracted, indiivdual fraction amounted from 0.36—
30.92 wt. %. From the results of the structural analysis, it is clear that with increasing polarity
of the organic solvent, fractions with long aliphatic chains were first isolated and their
aromaticity graddualy increased. Non-polar organic solvents were suitable for the extraction
of lipid-like coumpounds, while the most polar organic fractions were rich in polar groups and
their structual parameters were close to the original humic acid. The fraction extracted with
acetonitrile was the most unique fraction. This fraction was rich on nitrogen and amine groups
and was similar to protein-like structures. In the last two fractions, extracted with alcohols,
a significant bathochromic shift typical of fluorophore type V was observed. Among other
things, they were also characterized by a higher content of plant carbohydrate residues.

KEYWORDS

Sequential chemical fractionation, humic acid, Soxhlet extraction, organic fraction, absorption
coefficients, fluorescence coefficients, FTIR, aromaticity
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1 UVOD

Huminové latky (HL) jsou pfedmétem studia uz ptes dvé stoleti. Prvni zaznamenany pokus
o izolovani huminovych latek byl v roce 1786 pruskym chemikem Franzem Achardem, ktery
extrahoval raselinu alkalickym rozpoustédlem, a po nasledném okyseleni byla koagulovana
tmava amorfni srazenina, ktera az v roce 1839 ziskala od $védského chemika Berzelia své
soucCasné pojmenovani huminova kyselina. Od konce 18. stoleti se spustil maraton extrakci
a frakcionaci organické hmoty a pokust o charakterizaci a pojmenovani jednotlivych frakei.
V soucasnosti je zakladnim rozdélenim HL dle jejich acidobazické rozpustnosti na huminové
kyseliny, fulvinové kyseliny a humin. Huminové kyseliny jsou nezastupitelné v padnim
ekosystému, prispivaji k rozmeélnéni jilovité a zhutnélé pudy (provzdusnéni), pomahaji pfi
transportu mikrozivin z pudy do rostlin, napomahaji zadrZzovat vodu v krajing, zrychluji
kliceni semen ¢i stimuluji rozvoj pudni mikroflory. Taktéz zpomaluji vypafovani vody
z pudy, coz je vlastnost vyznamna pievazné€ v pudach s omezenou nebo zadnou schopnosti
zadrZet vodu, jako jsou pudy s nizkym obsahem jilu ¢i v pis€itych oblastech.

Huminové latky se v prirodnich ekosystémech vyskytuji v riznych formach, jsou pfitomné
volné ve sladkovodnich a mofskych zdrojich ¢i jsou vazané na jilovité Castice v puade formou
organomineralnich komplext. Nejbohatsim zdrojem HL jsou kaustobiolity, mezi které se radi
raeliny a uhli (lignit, oxyhumolit a leonardit).

Leonardit patfi mezi oxyhumolity a jedna se o oxidovanou formu lignitu, ktera se vyskytuje
prevazné v mélkych hloubkach, kde prekryva kompaktnéjsi uhli. Jednd se o smés HL
s mineraly jako je jil, kiemen a sadrovec. Diky jeho dostupnosti, nizké cené a vysokému
obsahu HK je praveé leonardit ¢asto vyuzivan jako vychozi zdroj HL.

Nejvétsi pralom ve vyzkumu HL zapocal az zacatkem 20. stoleti a s postupnym rozvojem
analytickych metod se viceméné ustalila jako nejpravdépodobnéjsi struktura huminovych
latek struktura supramolekularni. Supramolekularni struktura byla popsana jako asociace
heterogennich relativné malych molekul navzajem vazanych slabymi nekovalentnimi silami.
Tento popis se vyznamné lisi od pavodniho polymerniho modelu, ktery popisoval huminové
kyseliny jako shluk organickych makromolekul s vysokou molekulovou hmotnosti, které 1ze
popsat primérnym vzorcem.

Existuje nespocetné mnozstvi metod frakcionace s cilem snizit heterogenitu huminovych
latek. Heterogenitu lze snizit postupnou destrukci intermolekuldrnich interakci, které
supramolekularni komplexy stabilizuji, a které vedou ke vzniku frakei. Sekvenéni frakcionace
ma za ukol postupné separovat molekuly od supramolekularniho huminového celku fizenym
Stépenim vazeb. Struktura takto ziskanych frakci organické hmoty s niz§i heterogenitou lze
snaze charakterizovat pomoci riznych analytickych metod.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vznik uhli

Organicky puvod kaustobiolit uhelné fady je prokazatelny. Uhli vznika chemickou
a fyzikalni transformaci rostlinnych polymerti skrze mikrobialni enzymatické procesy
(biodegradace) vyskytujici se vrané fazi diageneze (biochemickd faze) a také za
dlouhodobého pusobeni tlaku a teploty. K utvareni uhli dochazelo v oblastech mirného pasu,
ato zrostlinnych zbytki ulozenych ve vodnich tocich, jezerech, morskych zalivech
a lagunach [1]. Vznikaly zde postupnym zapliiovanim bazin, které dale zartstaly rostlinstvem
vlastnim pfislusnému geologickému obdobi. Baziny a jezera postupné zarustaly az k arovni
vody a na povrchu pak rostla jejich mocnost. K nahromadéni a uchovani takového mnozstvi
rostlinnych zbytkl potfebnych k utvofeni uhelnych panvi bylo tfeba, aby v daném obdobi
spolecné puisobily co nejpriznivejsi klimatické, biologické, zemépisné i geologické podminky
[1]. Nejvice hnédého uhli se tvofilo v tfetihorach, kdy atmosférické a geologické podminky
byly nejpfiznivéjs§i. Aby se nekromasa bakterii, planktonu nebo vyS§Sich rostlin zménila v uhli,
musi projit procesy uhelnéni [1].

Podstatou procesu uhelnéni je rozklad slozitych velkych molekul biopolymert nekromasy
na latky sjednodussimi molekulami (monomery), a soufasna nebo naslednd syntéza
monomert na slozit¢é makromolekularni organické latky. Procesy uhelnéni, postihujici
prevazné nekromasu vysSich rostlin, predstavuje raSelinéni, probihajici na povrchu,
a prouhelfiovani v zemské kure. Spolecné s raselinénim se nekromasa na povrchu rozklada
i tlenim a trouchnivénim. Pokud nejsou procesy preruseny, dojde az k rozkladu nekromasy na
CO; a H20. Pro vznik kaustobioliti tyto dva procesy nepfispivaji [2].

Dle fidicich faktori a reakci v prabéhu uhelnéni rozlisSujeme fazi biochemickou
s raSelinénim a fazi geochemickou s prouheliovanim [2].

2.1.1 Biochemicka faze

Nejprve dochazi k hromadéni rostlinného materialu a pozdéji k jeho rozkladu. Odumftelé Casti
rostlin podléhaji rozkladnym procesim, a to za pfimé ucasti mikroorganismu, aerobnich
a anaerobnich bakterii, hub, mikro a makro edafonu a rovnéz i za pusobeni vody, nerostnych
pfimési a plynt. Rozkladné procesy, kterym podléhaji odumrelé Casti organismu, je mozné
rozdé€lit na tleni, trouchnivéni, hniti a raselinéni. [1]

Tleni a trouchnivéni

Tleni je rozkladny proces, ke kterému dochéazi pisobenim enzyml nachazejicich se
v aerobnich bakterii a k efektivnimu rozkladu je potfeba koncentrace kysliku ve vzduchu vice
jak 1 mg-dm™>. Té&chto bakterii je v pidé znané mnoZstvi, pfiblizné 10° bakterii na gram
pudy a tfi tuny bakterii na hektar. Piekrytim organické hmoty stojatou vodou nebo nanosy
bahna se vyznamné snizi pfistup kysliku k organické hmot€. Do jednoho metru hloubky vSak
muze dochazet k difundovani kysliku skrze vodu a sediment a k pokrac¢ovani tleni. Tento
proces se nazyva trouchnivéni [3].



Hniti

Pokud je mocnost sedimentu nad organickou hmotou vétsi jak jeden metr, tak se vzduch, resp.
vzdusny kyslik nezacastiiuje rozkladnych procesi. Nedojde k uplnému rozkladu a zistava
pevny zbytek, trouch. Takovych podminek je dosazeno, pokud koncentrace kysliku je mensi
jak 0,1 mg-dm™ [3]. Na nasledném rozkladu, hniti, se podileji anaerobni bakterie. Plynnymi
produkty rozkladu jsou predev§im methan, amoniak, sulfan a oxid uhli¢ity. Zbytek tvori
tekuté nebo tuhé latky, které jsou pomérné bohaté na vodik. Vznikly organicky hlen je
oznacovan jako hnilobal — sapropel [1].

Raselinéni

Aby vznikalo uhli, musi prob&hnout proces raselinéni. K raselinéni dochézi z ¢asti nebo uplné
v subakvatickém prostfedi, tedy v mistech pod vodou bez nebo somezenym pfistupem
vzduchu. Kdyby raselinéni pokracovalo voln¢ dal, podlehla by nekromasa uplnému rozkladu,
proto musi dojit k ochrané¢ nekromasy pied uplnym rozkladem kombinaci faktort
biologickych, chemickych a geologickych [1; 2]. Reaktanty v anaerobnich reakcich v procesu
raSelinéni tvori latky v organické hmoté jako je celul6za a hemiceluldza, Skrob, glykosidy,
lignin, bilkoviny, tuky aoleje, vosky, steroidy, pryskyfice a uhlovodiky. Primarnim
rozkladnym procesem je hydrolyza. Vliv teploty a tlaku zatim neni bran v potaz, protoze
teplota i tlak v hloubkach par metri pod povrchem zemé je blizka hodnotam na povrchu [3].
Za téchto podminek se polysacharidy snadno hydrolyzuji:

CH,0H CH,0OH CH,0H CH,0H

Q Q Q Q
(\ OH OH )f + H,0 f OH + (OH i (1)
e} 0 0 0 0
y X y OH OH «
OH OH OH OH

Stejné tak ochotné reaguji glykosidy:
CH,0H CH,OH

0 Q
OH /Q—OH + Hy0 OH + HO—@—OH (2)
OH © OH | OH

OH OH

Peptidicka vazba v lipidech také podléha hydrolyze:

HoN R
R ~_ -
FHO e TN TNt CH 3)

COOH
NH,

Enzymy anaerobnich bakterii vyznamné zrychluji tyto reakce, a to az fadové o 10'° faktord
v pripadé hydrolyzy polypeptida. Piestoze anaerobni bakterie neziskavaji kyslik ze vzduchu
pro reakce ve wvnitfnich biochemickych procesech, musi tyto oxidacni reakce néjakym
zpusobem probihat. Dochazi totiz k oxidativni deaminaci aminokyselin (Rovnice 4) za vzniku
iminokyselin, ktere reaguji s vodou za vzniku amoniaku a a-keto kyselin [3].



COOH

N — [ + H0 @)
NH»

Déle dochazi k dekarboxylaci vzniklych a-keto kyselin, pii které se uvolni CO>. Anaerobni
bakterie rozkladaji 1 monosacharidy na CHs4 a CO.. Tuky a oleje za téchto podminek
nepodléhaji hydrolyze, stejné tak i esterové skupiny ve voscich. Methoxy a jiné etherové
vazby v ligninu nereaguji vubec. Ostatni latky v organické hmoté, napiiklad pryskyfice
a alkany, neobsahuji hydrolyzovatelné funkéni skupiny [3]. Piehled vSech predpokladanych
hydrolytickych reakci organické hmoty jsou popsané v Tabulce 1. [3]

Tabulka 1: Predpokladané hydrolytické reakce [3].

Funk¢ni skupina Reaktivita Hlavni produkty Vedlejsi produkty
Sacharidy Vysoka Cukry
Glykosidy Vysoka Sacharidov¢ fenoly CO; + CHy
Peptidy Vysoka Aminokyseliny COs + NH;3 + aldehydy
Estery Stredni Mastné kyseliny
Vosky Nizka Mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem
Ethery Velmi nizka Fenoly
Uhlovodiky Zadna Zadné

Postupné se pretvaii monosacharidy, aminokyseliny, fenoly a aldehydy ve fulvinové
kyseliny a naslednymi reakcemi v huminové kyseliny [3].

V hloubce okolo deseti metri aktivita anaerobnich bakterii klesa, v tento moment bakterie
zpracovaly veskerou organickou hmotu, kterou jsou schopné metabolizovat. Druh bakterii tzn.
aktinomycety produkuji zna¢né mnozstvi antibiotickych sloucenin, jako jsou aktinomycin,
streptomycin ¢i tetracyklin. Fenolové slouceniny vyprodukované pii reakcich pusobi
baktericidné. Vysledkem vSech reakci v této hloubce je smés latek obsahujici huminové
kyseliny; nezreagované nebo CasteCné zreagované tuky, oleje a vosky; mirné modifikovany
lignin; pryskyfice a ostatni uhlovodiky. Zminéné latky poté vytvari kerogen. Samotny proces
vzniku kerogenu neni doposud znam. [3]

Kerogen je komplexni smés organickych chemickych sloucenin, nerozpustnych
v normalnich organickych rozpoustédlech ¢astecné kvili své vysoké molekulové hmotnosti.
Jeho chemické slozeni se podstatné 1iSi mezi sedimentarnimi formacemi, a dokonce i v nich.
Kerogen nelze popsat jednim vzorcem. Mezi strukturni jednotky se fadi naptiklad fenol-
formaldehydové a mocCovino-formaldehydové pryskyfice (Obrazek 1), které vznikly reakci
fenolu ¢i mocoviny s formaldehydem. RozliSujeme tii typy kerogenu, kde pirevazujici
organickou hmotou jsou bud’ fasy, plankton nebo vyssi rostliny (pfevazné dfeviny). Kerogen
II1. typu (oznacovany téz jako huminovy) jiz miizeme povazovat za raselinu. Mozné struktury
kerogentl jsou znazornény na Obrazku 2. [3]
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Obrazek 1: Priklady strukturnich jednotek kerogenu; a) fenol-formaldehydova pryskyfice, b)
mocovino-formaldehydova pryskyftice [3].
(CHy),CH3
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Obrazek 2: Struktura kerogenu, zdroj huminové hmoty; a) fasy, b) plankton, ¢) vyssi rostliny [3].

Raselinéni stfida prouhelfiovani a zacCina geochemicka faze. Podminkou je zastaveni
rozkladnych reakci, aby nedoslo k uplnému rozkladu. Biologicka ochrana spociva v tvorbé
latek jedovatych pro mikroorganismy, chemicka ochrana probiha v podobé ztraty vody
dehydrataci koloid, ktera zplsobi smrt rozkladnych mikroorganismi. Zakladem
geochemické ochrany je omezeni pfistupu vzdusného kysliku, napt. zalitim vodou nebo
prekrytim nanosem sedimentti [1]. Pokud se zamezi existenci rozkladnych mikroorganismi,
zastavi se rozkladné procesy a tim i1 biochemicka faze. Dojde k tomu tehdy, kdyz se rozlozena
a sedimenty prekryta ustrojnd hmota dostane hloubéji pod zemsky povrch. Dlouhodobym
pusobenim zejména tlaku a teploty dochazi k dalsim chemickym reakcim, jimiz se organicka
hmota dale nerozklada, nybrz proménuje [1].

2.1.2 Geochemicka faze

Prouheliiovani lze definovat jako slozity geochemicky proces vytvafejici z vrstev raseliny
a sapropelu hnédouhelnou, ¢ernouhelnou nebo antracitovou sloj [1]. Nejdilezitéjsimi faktory
jsou teplota a tlak, vyznam ¢asového faktoru je mensi [1].
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Vliv teploty je dan tim, Ze jeji vzrust méni chemickou a strukturni stavbu organické hmoty.
Tlak je vyznamnym faktorem, ktery vyrazné ovliviiuje objem plynné faze a tim 1 intenzitu
reakci probihajicich pfi prouheliiovani. Vliv ¢asu vyplyva z empirického poznani, ze vice
prouhelnéné uhli se vyskytuje az na vyjimky jen ve star§ich geologickych formacich [1].

Absence vn¢jsich zdroja vodiku vede ke dvéma produktim, a témi jsou latky bohaté na
vodik (vysoky atomovy pomér H/C) v porovnani s puvodni latkou a latky bohaté na uhlik
(nizsi atomovy pomér H/C). To plati pro jakoukoliv latku, od propylového radikalu az po
komplexni latku s neznamou strukturou jako je kerogen. Latky mohou zvysit sviij atomovy
pomér H/C pouze na ukor latek s niz§im atomovym pomérem H/C, od kterych prevezmou
vodik. To, jaké produkty ve vysledku prevazuji, rozhoduje atomovy pomér H/C pavodniho
kerogenu. Vice latek bohatych na vodik se bude vytvaret, pokud i pivodni kerogen byl
bohats$i na vodik a naopak. Kerogen, jehoz ptrevazujicim organickym zbytkem byly fasy
a plankton, se vyznacuje vys§im pomérem H/C, jehoz hodnoty jsou okolo 1,7; resp. 1,4, a je
prekurzorem pro ropna loziska a loziska zemniho plynu. Pro vznik uhli je vyznamny pfevazné
huminovy kerogen, jehoz atomovy pomér H/C je nizsi jak 1. [3]

V této fazi se pohybuje teplota v rozmezi 100300 °C v hloubce okolo 10 km, maximalni
teplota je niz8i nez teplota potiebna pro pyrolyzu, ktera probiha az pfi teplotach nad 350 °C
[3]. Pii procesu prouheliiovani dochazi ke snizovani atomového poméru H/C a O/C,
k trvalému rustu planarniho usporadani a priblizovani makromolekul s krystality grafitu.
Z hlediska molekularni chemie dochazi k trvalému rustu aromaticity uhli a dale 1 k trvalému
rastu kondenzacniho indexu uhli, ktery je dan poctem atomu uhliku zapojenych do cyklickych
vazeb. [2]

Popsané strukturni a molekularné chemické promény vyvolavaji zmény fyzikalnich
a chemickych parametrd uhli a jsou doprovazeny uvoliovanim methanu. Z fyzikalnich
parametri se zmensuje objem i vnitini povrch uhli, klesa obsah kapilarni vody; roste lesk,
index lomu, tvrdost aj. Chemicky roste obsah uhliku, ubyva konstitu¢ni vody a prchavé
hotlaviny, ubyva pocet funk¢nich skupina aj. [2]

V rané geochemické fazi se zaCnou latky postupné rozpadat. Vosky a nezreagované tuky
mohou podléhat hydrolyze, pokud je ptitomna podzemni voda:

R

R1

2
H/O\/\Rz +H0 —>_>/—OH + HO/\/R o),
o)

| d

produkty této reakce se dale mohou zucastnit tepelné fizenych reakci dekarboxylace
a dehydratace. Alkoholy se dehydratuji pfi zvySenych teplotach v reakcich katalyzované
mineraly obsazené v jilu. Jil je v zemské kufe hojné zastoupen a muze hrat roli pfi
usnadnovani nékterych reakci [3]. Dehydratace alkoholu maze byt popsana rovnici:

RCH2CH>0OH — RCH=CH: + H20 (6),

v laboratofi by tato reakce probihala pii 160 °C, v hloubce jednoho kilometru je vSak teplota
okolo 60 °C (zavisi na geotermickych podminkach). Pokud se vezme v potaz pravidlo, ze se
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zdvojnasobi reakcni rychlost pfi zvySeni teploty o 10 °C, pak by se rychlost dehydratace
alkoholu zpomalila pomérem o (%4)!°. Reakce, kterd by v laboratofi trvala tfi hodiny pfi
160 °C, tak prirodé trva osmnact tydna pii 60 °C [3].

Stejné pravidlo Ize pouzit 1 pii dekarboxylaci kyselin:
RCH>COOH — RCH3 + CO» (7,

tato reakce v laboratofi probiha pifi 300—400 °C. Reakce v procesu prouheliiovani probiha
tudiz mnohem pomaleji a v Casovém useku tisici az miliont let. [3]

Estery podléhaji tepelné dekarboxylaci, jejimz vysledkem jsou alkeny a kyseliny. Kyseliny
pravdépodobné taktéz podlehnou dekarboxylaci, tudiz kone¢nym produktem bude alken,
alkan a oxid uhlicity. [3]

Mezi zmény ve struktute ligninu, ktery v predchozi fazi viceméne nemeénil svoji strukturu,
patfi demethylace methoxylovych funkénich skupin, dehydroxylace alkylovych bocnich
fetézci a Stépeni B-O-4-arylesterti, které vedou k tvorbé latek strukturné podobnych
katecholu. [4] Reakce tedy vedou nejprve kuvolnéni monomernich jednotek, po kterém
nasleduje dalsi degradacni reakce. [3] Prikladem muze byt sinapylalhohol:

H

HyCO c HO R
’ NGHCH,OH
®),
HO HO
OH

OCHs

mozny produkt 1,2,3-trihydroxybenzen mize podléhat autokondenzaci:
OH Hoﬁ
OH HO \
HO  OH
HQ oM OH

— — HO =

# ™

Ho—K’B_B—(_\\— OH — )

\_/ C/—<O Hoﬁ,{

4 ou

OH

Ho—4’ \\ \ %—OH

),

vysledkem celého procesu je kondenzace cyklickych sloucenin do vét§i polycyklickych
systému doprovazena uvoliiovanim CO». [3]

Po piiblizné 30 milionech let postupnou ztratou kysliku, zvySovanim obsahu uhliku,
kompresi raseliny na priblizné polovinu pivodniho objemu vznika lignit. Dalsi zhutnéni na
asi Ctvrtinu puvodniho objemu raseliny a pokracujici snizovani obsahu kysliku vede po cca 60
az 70 milionech let od pocatku procesu ke vzniku hnédého uhli. S postupujici ztratou
karboxylovych a methoxylovych skupin postupné vznika hnédo-Cerné uhli [3].
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Nasledné reakce vedou ke vzniku ¢erného uhli o mocnosti jeden metr z pivodni raseliny
o mocnosti 7-20 metr(. Dochazi k tzv. prouheliiovacimu skoku, ktery je charakteristicky
vyraznou zmeénou trendu ve van Krevelenové diagramu (Obrazek 4). K reakcim dochazi pri
teplotach okolo 60 °C a pfi obsahu uhliku okolo 80 %. [4] Pryskyfice podléhaji Castecné
dealkylaci a aromatizaci:

H;C
H

H4C
CH;
_— + CHyCH,CH, + CH,| (10)
CH

P
.C CH,

Dale se odstépuji vedlejsi alkylové fetézce z alkylaromati:
“ + CH,=CHCH; (a1
C4Ho HsC

Dlouhé alkylové fetézce lipidi anebo derivatd lipidd podléhaji tepelnému rozkladu:
Ca7Hs6 — Ci13Has + Ci4Hzo (12).

Vsechny tyto reakce vedou k redistribuci vodiku, ¢i dokonce k jeho ztraté tvorbou lehkych
produktt, které se mohou uvolnit ze systému. Vysledkem je mnohem vyznamnéjsi pokles
atomového poméru H/C oproti O/C, coz je znat i ve zminéném van Krevelové diagramu.
Zatimco doposud byl prevazujicim plynnym produktem CO2, po prvnim prouheliiovacim
skoku prevlada CH4 coby primarni plynny produkt [3].

Druhy prouheliovaci skok nastava, pokud obsah uhliku v uhli dosahne 87 % v takové
hloubce, Ze teplota dosahuje 120 °C. Vyrazné se zvysuje produkce methanu, jehoz atomovy
pomér H/C je 4 a vyrazn€ snizuje atomovy pomér H/C zbylych produkti. Hypotetickymi
sekvencnimi reakcemi, které vedou k produkci methanu, jsou néasledujici (zacinajici
undekanem):

Ci11H24 — CHa4 + CioH2o (13),
CioH20 — CH4 + CoHi6 (14),
CoH1s — CH4 + CgHi2 (15).

Produkty jdouci sekvencné od decenu, pfes nonadien po oktadien, maji vyrazné¢ mensi
atomovy pomér H/C, a to 2,00; 1,77 a 1,50. [3]

DalSimi pravdépodobnymi reakcemi snizujici obsah vodiku jsou cyklizace a aromatizace
nenasycenych latek z pfedchozich reakci a vznik polycyklickych aromatickych systému.
Ztrata kysliku prfi druhém prouheliiovacim skoku je pravdépodobné zptsobena deoxygenaci
fenold spolecné s kondenzacnimi reakcemi aromatickych kruhd. [3]
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Tteti prouheliiovaci skok je jiz spojen s tvorbou antracitu a dochazi k nému, pokud obsah
uhliku dosahl 91 %. Antracit se vyskytuje v horskych oblastech, kde je na tvofici se uhli
vyvijen vyrazné vyssi tlak a ptisobi vysoka teplota. V této fazi se vytvati asi 200 litrt methanu
na kilogram uhli. Viceméné dochazi k zintenzivnéni reakci z predchoziho kroku a k tvorbé
polycyklickych aromatickych systémi. V extrémnim pfipadé, pfi obsahu uhliku okolo
96 hm. %, dochazi ktvorbé metaantracitu, ktery je strukturou podobny grafitu a lze
predpokladat, ze s dostateCnym Casem a za spravnych podminek dojde az k vytvoreni Cistého
grafitu. [3]

2.2 Slozeni uhli

Z obecného hlediska jsou zékladni slozkou uhelné hmoty hotlaviny, popeloviny a voda [5].

Uhli z hlediska struktury lze délit 1 dle petrograficko-chemické klasifikace maceralovych
skupin. Maceralové skupiny jsou mikrokonstituenty uhli, jejichz pivod je odvozovan
z macerace puvodniho rostlinného materialu. Maceralové skupiny hnédého uhli jsou huminit,
liptinit a inertinit. Maceralové skupiny ¢erného uhli jsou vitrinit, liptinit, inertinit. Jednotlivé
skupiny se déli i na podskupiny. Odli§nost maceralt je dana odli$nosti pavodniho rostlinného
materialu a podminkami procest prouhelnéni [6].

Voda je v uhli vazana razné. Kromé volné vody rozlisujeme vodu fyzikalné (kapilarni)
a chemicky (konstitu¢ni) vazanou na hoflavinu a vodu vazanou na popeloviny (hydratovou).
Podle stupné prouhelnéni kolisa obsah vody v uhli od 1 do 60 % vody, raselina obsahuje
dokonce 90 % a vice vody [5].

Popeloviny jsou latky pivodné vzniklé z anorganickych slozek vychoziho odumielého
rostlinného materialu, dale z mineralnich latek mechanicky pfimiSenych, vnesenych,
naplavenych ve stadiu hromadéni rostlinnych zbytki nebo infiltrovanych do uhelné hmoty
z okoli béhem procesu uhelnaténi [5].

Ve vzorcich hnédého i €erného uhli byly nalezeny mineraly: kaolinit, muskovit, kiemen,
pyrit, kalcit a sadrovec. Mineralni latky hnédych uhli jsou zCasti chemicky vazany na
huminové kyseliny [5]. Obecné se uhelné popeloviny skladaji z minerala téchto skupin:
skupina kaolinu (kaolin, livesit a halloysit), skupina illitu a montmorillonitu (muskovit, illit,
montmorillonit atd.), skupina sulfidi pyrit nebo markasit a vyjime¢né pyrrhotin, skupina
uhlicitanu (kalcit, ankerit, dolomit, ocelek atd.) [5].

Hnédé uhli obsahuje hlavné jilové mineraly a pyrit. Popeloviny malopopelnatych hnédych
uhli obsahuji 20 az 60 % CaO, jehoz vétsi podil je vazan v podobé humatu vapenatého. Dale
jsou pfitomny 1 humaty zeleza a hliniku [5].

Horlaviny tvoii uhlik, vodik, kyslik, sira a dusik. Jejich zastoupeni v uhli se méni dle jejich
prouhelnéni. Obsah uhliku stoupa z cca 55 hm. % v raselin€ na vice nez 92 hm. % v antracitu,
zatimco mnozstvi vodiku klesa z 10 hm. % na 3 hm. % a kysliku z 35 hm. % na 2 hm. %.
Zmeény v mnozstvi siry a dusiku vlivem prouhelnéni nejsou vyznamné vzhledem k jejich
zastoupeni [7]. Prvkové slozeni vyjadiené v hmotnostnich procentech je z hlediska pochopeni
stavby organické hmoty nevystizné a zavadéjici [8]. Zastira totiz kli€ovou roli vodiku, ktery je
nejleh¢i prvkem periodického systému, ale z hlediska riznych procest (napi. zkapaliiovacich
¢i extrak¢nich), sehrava v fadé€ ptipadt rozhodujici ulohu [6].
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Rozdily v chemické struktufe maceralovych skupin jsou vyrazné ovlivnény podilem
kysliku v hoflaviné a zastoupenim kyslikatych funkénich skupin v uhli. Z Obrazku 3 je
ziejmé, ze zvlasté v maceralové skupiné liptinitu je vzajemny pomér hlavnich organogennich

prvka C, H, O variabilng&jsi nez u vitrinitu a inertinitu [6].
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Obrazek 3: Atomovy pomér H/C v zavislosti na obsahu C v maceralovych skupinach ¢erného

uhli, v obrazku jsou znazornény i mozné konstituéni jednotky [8].

Atomovy podil aromatickych atomt uhliku k celkovému poctu organického uhliku je 0,5
u lignitu a narasta az ptes 0,95 u antracitu [7].
S postupnym prouheliiovanim se snizuje atomovy pomér H/C. Trend lze pozorovat na
Obrazku 4, kde je zobrazena zavislost atomového poméru H/C na atomovém poméru O/C pro

organickou hmotu odli§ného ptivodu.
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Obrazek 4: Van Krevelentiv diagram [9].

Sira, nachazejici se v hotlaving, je vazana vétSinou v sirnych heterocyklech, jakymi jsou
thiofeny, benzothiofeny apod. V hoflaviné piipada jeden atom siry na 100 az 300 atomu
uhliku. Az 90 % organické siry je obsazeno ve strukturach —-SH, —SR a —S—-S- [6].

Kyslik se vyskytuje v perifernich ¢astech systému ve funkénich skupinach hydroxylovych,
karboxylovych, karbonylovych a methoxylovych. Obsah kysliku v jednotlivych funkénich
skupinach vyjadruje Obrazek 5. Je zfejmé, ze spolu s rostoucim prouhelnénim mizi nejdiive
methoxylové, potom karboxylové a nasledné potom i karbonylové a hydroxylové skupiny [6].

30 T T T L] Ll T

T T
AN OCH3 () (b) -
251 -
—
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Obrazek 5: Obsah kysliku v jednotlivych funkénich skupinach v zavislosti na mife prouhelnéni, a)
interpretace od Ihnatowicz, b) interpretace od Bloom et al.; index daf znaci dry, ash-free, vzorek je
prepocten na suchy a bez popelovy [10].
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2.3 Huminové latky

Huminové latky jsou heterogenni smeési piirozené se vyskytujicich organickych molekul,
které jsou v ptirodé vSudypfitomné a vyskytuji se v pudach, vodach a sedimentech. [11]
Vznikly rozkladem organické hmoty rostlinného nebo zivocisného puvodu a syntetickou
¢innosti mikroorganismii, cemuz se fika humifikace. Huminové latky hraji vyznamnou roli
v cyklu uhliku v pfirodé, kde predstavuje primarni zdroj CO», protoze uhlik v huminovych
latkach predstavuje 60 az 70 % celkového uhliku obsazeného v pudé [12].

Zdrojem huminovych kyselin pro pramyslové vyuziti jsou kaustobiolity — raseliny, lignit
a zoxidované hnédé uhli, tzv. oxyhumolity [13]. Mnozstvi huminovych latek v pfirodnich
matricich kolisa od stopovych mnozstvi (pisky a jily), pfes jednotky procent (3 % v bé&znych
zeminach) az k desitkim procent (3—10 % v hnédém uhli). Mimotadné vysoky obsah
vykazuje lignit, raselina a oxyhumolit, a to az 85 % [12].

Obsah huminovych kyselin a fulvokyselin v pfirodnich matricich uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2: Obsah HK a FK v prirodnich matricich [12].

P¥irodni zdroj Obsah HK a FK (%)
Leonardit/humat 40-85

Cerna raselina 10-40
Sapropelova raselina 10-20

Hnédé¢ uhli 10-30

Hnuy 5-15
Kompost 2-5

Puda 1-5

Kal 1-5

Cerné uhli 0-1

2.3.1 Rozdéleni huminovych latek

Prvnim, kdo jasné definoval rozdéleni huminovych latek, byl Mulder [14] v roce 1862, ktery
klasifikoval huminové latky dle rozpustnosti do tfi skupin, a to na ulminy nebo huminy,
nerozpustné za bazickych podminkach; ulmické (hnédé) a huminové (Cerné) kyseliny,
rozpustné za bazickych podminek; a crenové a apocrenové kyseliny, rozpustné ve vodé.
Kazdy autor vté dobé pfifazoval riznym skupinam rizné nazvy, misto crenovych
a apocrenovych kyselin se vyskytovaly i glukové, apoglukové, chlorhuminové kyseliny a jiné.
Od tohoto rozdeleni se viceméné upustilo, protoze se zakladalo na konkrétnim pojmenovani
slouCeniny s konkrétni strukturou. Pozdéji bylo prokazano, ze humus, ze kterého izolovali
huminové latky, je komplexni smés organickych latek, které jsou vétSinou koloidni povahy
ajsou slabé kyselé. Jediné pojmenovani, které se dochovalo do soucasnosti je hymato-
melanova kyselina nazvand Hoppe-Seylerem [15] v roce 1889 jakozto frakce rozpustna
v alkoholech [16].

Dalsi historické rozdéleni vytvoril Oden (1914, 1919) [17; 18], ktery rozdéloval huminové
latky na humusové uhli, huminové kyseliny, hymatomelanové kyseliny a fulvinové kyseliny.
Jako prvni popsal fulvinové kyseliny jakozto frakci humusu rozpustnou za bazickych
i kyselych podminek. Huminové kyseliny popsal jako tmavé hnédy material rozpustny pouze
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za bazickych podminek a sobsahem uhliku okolo 58 %. Dle Odena vznikala
hymatomelanova kyselina zhuminové kyseliny pifi alkalické extrakci. Kyselinu
charakterizoval jako Cokoladoveé hnédou latku s vy$§im obsahem uhliku nez je v HK (okolo
62 %). Zlutohn&dé fulvokyseliny, které byly ziskany zbazinnych vod ultrafiltraci, byly
povazovany za podobné crenovym a apocrenovym kyselinam. Oden konstatoval, Zze
humusové uhli a fulvinové kyseliny jsou skupinova oznaleni, zatimco huminova kyselina
a hymatomelanova kyselina jsou individualni slouCeniny. Pozd€ji vroce 1930 Shmuk
dokazal, ze huminova kyselina neni individualni sloucenina, ale smeés latek sdilejici podobnou
strukturu [16].

Ke konci pfedmoderni éry vyzkumu huminovych latek byly do seznamu latek, které 1ze
oddélit od humusu, pfidany dalsi latky. Na zakladé chovani huminovych latek v roztocich
elektrolyti Springer (1938) [19] rozdéloval huminové kyseliny na hnédé huminové kyseliny
(Braunhuminsgure) a Sedé huminové kyseliny (Grauhuminsaure). Pozoroval chovani pavodni
huminové kyseliny rozpusténé v alkalickém roztoku pfi postupném piidavani silného
elektrolytu (KCI) az do kone&né koncentrace 0,1 M. Sedé HK snadno koagulovaly, mély
relativné vysoky obsah uhliku a vykazovaly nizsi stupen disperze [11; 16].

Waksman (1936) [20] jesté rozliSoval dalsi dvé frakce z fulvinovych kyselin, a to na
rozpustnou frakci a nerozpustnou frakci nazvanou jako B-humus, ziskany upravou pH po
izolaci na 4,8. B-humus je bohaty na hlinik a byl povazovana za , Al-humat“. Huminové
kyseliny jsou v nékterych zdrojich definované jakozto frakce nerozpustna v kyselin€ ani
alkoholu s oznaCenim jako o-humus. Hymatomelanova kyselina a f-humus byvaji casto
opomijeny. [21] Rozdéleni a vznik HL je popsan na Obréazku 6.
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Obrazek 6: Rozd¢leni pudni organické hmoty [21].
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V minulosti autofi zpochybriovali zavedenou klasifikaci slozek padni organické hmoty.
Page (1930) [22] navrhl, aby pojem , humus™ nahradil termin ,,huminova hmota™ pro tmavé
zbarvené, vysokomolekularni organické koloidy, a,nehuminova hmota“ pro bezbarvé
organické latky pochazejici z biologického rozkladu rostlinnych a zivocisnych zbytki jako
jsou vosky a celuloza. S timto zakladnim rozdélenim se muzeme setkat i v soucasnosti.
Existuji 1 novéjsi terminologie bez pouziti terminu , humin®, jako je rozdéleni na diagenni
(obsahujici huminové a fulvinové kyseliny) a biogenni (obsahujici nehuminové
a biochemické materialy) [23]. Waksman navrhoval wupustit od celé nomenklatury
huminovych kyselin, pocinaje huminy a ulminy, pfes rizné humusové, hymatomelanové,
crenové, apocrenové kyseliny az po fulvinové a humatové kyseliny a jiné, a omezil se na
terminy jako ,.frakce rozpustna za bazickych podminek™ atd. VSechna historickd déleni
huminovych latek jsou shrnuta v Tabulce 3.

Tabulka 3: Historicka jména huminovych frakci [16].

soucasné Sprengel Berzelius Mulder Hoppe- Oden Springer
oznaceni (1826) (1839) (1840) Seyler (1919) (1938)
(1889)
huminova humusova humusova HK
k sl::lina (‘IiIK) 1l<1 slellin‘; HK HK HK 1l<1 slellin‘; (Sedc a
y y y hnédé)
) : lukova
fulvinova crerrloI\I/a, , & uroI:/a, , FK
kyselina (FK) apoc e.ova apoc e.ova
kyselina kyselina
hymatomelanova
- - HMK HMK -
kyselina (HMK)
humin humusp ve humin humin, ulmin humin humusp ve -
uhli uhli

Obecngjsi rozdeleni huminovych latek dle Tana (2011) [24] je na pét zakladnich skupin,
ato terestrialni (pozemni) — huminové latky v pade; akvatické (vodni) — huminové latky
v fekach, jezerech, oceanech a jejich sedimentech; geologické — huminové latky v lignitu
nebo leonarditu, uhli ajinych geologickych loziskach; huminové latky v bazinach
a antropogenni huminové latky pochazejici ze zeméd¢€lskych, prumyslovych odpadu a odpadu
domaécnosti. Terestrialni HL autor rozdéluje na huminové latky pochazejici z mékkych drevin,
tvrdych drevin a z travin, které se 1isi ligninovymi monomery. Akvatické dale rozdéluje dle
puvodu na alochtonni — huminové latky, které se vytvarely v ptudé a az nasledné se napf. erozi
presunuly do vod; a na autochtonni — huminové latky se vytvarely pfimo ve vodnim prostredi
ze zbytka vodnich organisma. [24]

V soucasnosti se setkavame s rozdélenim huminovych latek, dle chemickych a fyzikalné-
chemickych vlastnosti, na humusové kyseliny (huminové kyseliny, fulvokyseliny,
hymatomelanové kyseliny), huminy a humusové uhli [25]. VSechny jsou si strukturné
podobné, li§i se vSak molekulovou hmotnosti, obsahem funk¢nich skupin, kyselosti,
komplexacnimi schopnostmi a rozpustnosti v né€kterych rozpoustédlech. Huminy a humusové
uhli jsou, na rozdil od huminovych kyselin, nerozpustné ve vodé [25]. VSechny trendy jsou
popsany na Obrazku 7.
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Nejcastejsi rozdéleni, vyskytujici se v odbornych clancich, je dle rozpustnosti huminovych
latek za acidobazickych podminek, a to na huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy
[26].

Fulvinové kyseliny

Povazuji se za koloidni, polydispergované, amorfni huminové latky se zlutou az hnédo-Cernou
barvou [24]. Jsou rozpustné za jakychkoliv acidobazickych podminek, tedy v celé skale pH
[26]. Nektefi autofi popisuji fulvinové kyseliny jako oxidované fragmenty vétSich
huminovych latek, jini jako jejich prekurzor. Vzhledem k jejich rozpustnosti se fulvokyseliny
vyskytuji v nizkych koncentracich v pfirodnich vodach a jsou povrchové a redoxné aktivni.
Tyto vlastnosti jim znesnadiiuji jejich izolaci a purifikaci [27]. Lyofilizované FK jsou obcas
obtizné€ rozpustné ve vodé, protoze béhem procesu lyofilizace polymerizuji a také pfijimaji
elektrostaticky naboj. FK se rozkladaji pfi zahfivani, kdy nedochéazi k hoteni, ale
k postupnému zuhelnaténi. Je vSak zaznamenano, ze v ptitomnosti oxida¢niho Cinidla zac¢inaji
hotet pii 190-200 °C. Nevratné zmény lze pozorovat jiz pifi zahtati na 50 °C [24].

Fulvinové kyseliny maji niz§i molekulovou hmotnost (175-3570 Da), obsahuji vice
kysliku, méné uhliku a dusiku. V jejich struktufe je vice kyslikatych funkénich skupin
(COOH, OH, C=0) na jednotku hmotnosti nez v ostatnich dvou frakcich. [11]

Fulvokyseliny a jejich soli (fulvaty) se v pudé nejcastéji vyskytuji v adsorbované formé.
S oxidy zeleza a hliniku vytvari organomineralni slouceniny. Jsou charakteristické zejména
pro kyselé pudy. Diky svym vlastnostem, zejména obsahu kyselych funkénich skupin, jsou
znamé jako nejreaktivnéjsi frakce huminovych latek ve vodném prostiedi. [12]

Huminové kyseliny

HK jsou koloidni, polydispergované, amorfni tmaveé hnédé az Cerné latky. Povazuji se za
hydrofobni a kyselé v ptirodnich matricich [24]. Jsou rozpustné za alkalickych podminek, ale
za kyselych podminek se srazeji (pH < 2), pfi¢emz v roztoku koaguluji a jsou omezené
rozpustné ve vode. Je mozné je vyextrahovat alkalickym louzenim z vhodné ptfirodni matrice
a naslednym okyselenim vyluhu. [28] Po lyofilizaci ziskavaji HK rombicky nebo
rhombohedralni tvar (jako krystalek cukru) a ziskavaji elektrostaticky naboj. Dochézi u nich
k rozkladu pfi zahtivani, a to ve vzduchu, kysliku 1 vakuu. Pfi zahtivani ve vakuu vznikaji
latky podobné pryskyficim, pfiCemz je proces vzniku doprovazen postupnym uvoliiovanim
vody. Stejn¢ jako v pfipadé FK rozklad probiha bez procesu hofeni, ale postupnym
zuhelfiovanim. Avsak v pfitomnosti oxidacniho Cinidla maze zacit hotet pii 150-240 °C.
Nevratné zmény lze pozorovat pii zahtati nad 105 °C, pficemz v teplotnim intervalu 25—
105 °C dochazi ke ztraté volné a semikrystalické vody [24].

Schopnost tvorit koloidy stoupa se zvysujici se koncentraci a v pfitomnosti kovovych iontu
a klesa s naristajicim pH. Dale bylo prokazano, ze diky svému amfifilnim charakteru jsou
molekuly HK schopny tvofit micely v bazickych vodnych roztocich, i kdyz za relativné
vysokych koncentraci. Kvuli témto vlastnostem spolecné s Sirokou skalou molekulové
hmotnosti HK neni snadné presné urcit molarni hmotnost koloidnich sloucenin. I pies
mnozstvi védeckych ¢lankd zabyvajicich se timto tématem zistava molekulova hmotnost HK
nejasna [29].
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Huminové kyseliny jsou uvadény jako hlavni nosice ovliviiujici mobilitu zneci§tujicich
latek, které maji negativni dopad na zivotni prostiedi. Z toho divodu byla rozsahle zkoumana
jejich chemicka struktura a adsorpéni vlastnosti [29].

Struktura HK se sklada z aromatickych kruht a alkylovych fetézc nesoucich rozmanité
funkéni skupiny, zejména karboxylové, fenolové, hydroxylové a chinonové skupiny. HK
muze vazat kationty elektrostatickymi interakcemi, neiontové organické slouceniny
vodikovymi vazbami, dip6l-dipdl interakcemi ¢i hydrofobnimi reakcemi. Vazebné moznosti
HK umoziiji jejich vyuziti jako adsorbent v zafizenich na €isté€ni odpadnich vod. Na druhou
stranu nelze HK odstranit z vody pomoci standardnich oxidacnich procest, existuji vSak jiné
metody jako je adsorpce ¢i pokrocilé oxidacni procesy [29].

Huminy

Nejsou rozpustné ani v kyselych ani v bazickych roztocich. Nelze je tedy pfipravit ani
mnohonasobnou bazickou extrakci. Jsou mnohem kondenzovangjsi a siln€ji dehydrované nez
huminové kyseliny [12]. Huminy se casto povazuji za smés huminovych latek pevné
vazanych na pudni anorganické koloidy, coz je divod jejich nerozpusnosti [27]. Podle jinych
zdroji je humin silné karbonizovana organicka hmota povazovana za nerozpustnou HK. [12]
Humin je méné aromaticky jak HK, coz je zdivodnéno vyssim obsahem alifatickych
polysacharidd, coz také zpusobuje jeho nerozpustnost v alkalickych roztocich. Vyssi obsah
polysacharidi v huminu je povazovan za hlavni rozdil mezi strukturou HK a huminem, ackoli
v posledni dobé¢ je bran zfetel spise na slouCeniny vyssich mastnych kyselin (vosky) a latek
bilkovinné povahy obsazené v huminu jakozto rozdil ve struktufe. Pfedpoklada se, ze tyto
slouCeniny pochazeji z degradace zbytka stélkatych rostlin pii procesu tvorby raseliny [24].

Vykazuji vysoky stuperi kondenzace a polymerizace, nehydrolyzuji a podle Najmra ztratily
funkci pravého humusu. Dusik obsazeny v huminu pfedstavuje 20-30 % z celkového dusiku
v padg. [12]

HUMINOVE LATKY
|

Fulvinové Kyseliny Huminové kyseliny Huminy

Narust stupné polymerace

S
>

Narust molekulové hmotnost

2 000 N A > 300 000 ?
arust obsahu uhliku

45 % - > 62 %

48 % Pokles obsahu kysliku 5 30 %

1 400 Pokles vyménneé kyselosti > 500

Pokles rozpustnosti

S

Obrazek 7: Déleni huminovych latek dle Stevensona (1982) [30].
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2.3.2 Vznik huminovych latek

Huminové latky jsou vysledkem biochemickych reakci organické hmoty, rostlinnych
a zivocCisnych zbytkl. Proces humifikace probiha soucasné s procesy spojenymi se §tépenim
chemickych vazeb a mineralizace. Prvnim krokem humifikace je rozklad komplexnich
molekul organického substratu na mens$i, v druhém kroku dochazi k syntéze a piipadné
i k resyntéze jednoduchych sloucenin, v jejichz dusledku se vytvafi huminové latky.
Navzdory riznym metodam néktefi autofi tvrdi, ze prubéh téchto procest zavisi na
organickém substratu, typu a prostfedi. Hlavnim zdrojem organické hmoty v pide je rostlinny
substrat, kterému dominuje lignin, polypeptidy a polysacharidy. [31]

V dalSich oborech jako je geologie, geochemie, hydrologie aj. se muzeme setkat
s oznacenim humifikace jakozto diageneze. S terminem diageneze se pracovalo v podkapitole
2.1 pojednavajici o vzniku uhli, kde byla oznacovana jako faze, pfi které dochazelo
k chemickym, fyzikalnim a biologickym zménam anorganickych a organickych sedimentu.
Mnozstvi geologickych termind infiltrovanych do terminologie oboru chemie huminovych
latek pfineslo mnozstvi pokrokil ve vyzkumu, ale zaroveri i zmatek a kontroverzi. Geologové
a geochemici oznacovali produkt diageneze jako geopolymer. McSween a kol. [32] zminili,
ze v pudnich systémech je produktem diageneze humin, kdezto v bazinach lignit a/nebo uhli.
V moftskych oblastech a lagunach predpokladali vznik kerogenu. Je vSak vSeobecné znamo,
ze kerogen se tvoii z huminu a humin je produktem rozkladu rostlinnych zbytkd. To je
v rozporu s tvrzenim McSweena. Dals$i autofi proto rozdé€luji kerogen na sapropelovy;
planktonicky, pochazejici ze zbytkd vodnich organisml; huminovy a zbytkovy kerogen
pochazejici z rostlinnych zbytkl v pobfeznich oblastech. [24]

Bylo predstaveno nékolik zptisobti vzniku huminovych latek v pribéhu procesu
humifikace, avSak doposud neni znam pfesny mechanismus. Sefazeno chronologicky dle
vzniku jimi jsou teorie mikrobidlni syntézy, ligninova teorie, polyfenolova teorie, teorie
autolyzy a teorie kondenzace sacharida s aminy.

V ptipadé konvencniho biopolymerniho konceptu vzniku huminovych latek existuji dveé
mozné cesty, které se lisi ve vyuziti organického materidlu pfi syntéze huminovych latek.
Prvni starsi zavedena cesta predpoklada dekompozici rostlinnych biopolymerti na monomery
amen$i organické slozky. Huminové latky poté vznikaji interakcemi mezi malymi
organickymi fragmenty nésledovanou kondenzaci a/nebo polymeraci. Jako prvni vznikaji
fulvinové kyseliny, ze kterych poté vznikaji huminové kyseliny. Do této kategorie patfi
polyfenolova teorie a teorie kondenzace sacharidii s aminy. V druhém piipadé Hedges [33]
rozpoznaval dalsi dvé mozné cesty vedouci ke vzniku huminovych latek. Prvni nazval jako
degradaci biopolymerii. Predpoklada, ze mirn€ pozménéné biopolymery v rostlindch jsou
transformovany hned na huminové kyseliny, které se postupné rozpadaji na fulvinové
kyseliny a poté jestd na mensi slouceniny. Cast t&chto malych slouGenin mineralizuje & se
ztraci louzenim, dalsi cast je naopak vyuzita pro zpétné vytvoreni huminovych kyselin.
Rekonstrukce huminovych kyselin je druha mozna cesta vzniku a nazval ji abiotickd
kondenzace. Jako priklad, ktery mél podpofit druhou variantu vzniku, byla ligninova teorie od
Flaiga.
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Teorie mikrobidlni syntézy

Tato teorie vypracovana Tpycovem [34] vroce 1914 predpokladala, ze puadni
mikroorganismy vyuzivaji rostlinou tkan jako zdroj uhliku a energie pro pohanéni
intracelularnich procesti vedoucich ke tvorbé vysokomolekularnich latek. Poté, co mikro-
organismus zahyne, se tyto latky uvoliuji do pudy. V druhém kroku se cinnosti
mikroorganismu, nyni extracelularng, latky rozkladaji na huminové kyseliny, fulvinové
kyseliny a ptipadné az na COz a vodu. [11; 35] Na Obrazku 9 je tato teorie vyznacena jako
cesta Cislo 1.

Ligninova teorie

Teorie predpoklada, ze jedinym prekurzorem huminovych latek je lignin, kutin nebo melanin
pochazejici z rostlinnych zbytkd [25]. Lignin podléha rozkladu pidnimi mikroorganismy.
Dochazi k odstépeni methoxylové (~OCH3) skupiny, ¢imz se zvysi mnozstvi fenolickych
skupin vznikem hydrochinonti. Oxidaci alifatickych casti molekuly dochazi ke vzniku
karboxylovych skupin (COOH). Hydrochinon se dale maze oxidovat na p-benzochinon, ktery
podléhd kondenza¢nim reakcim s polypeptidy a NH3, které vznikly rozkladem organickych
latek bohatych na dusik Cinnosti mikroorganismua [36]. Timto procesem jako prvni vznikaji
vysokomolekularni huminy, které dalsi oxidaci tvofi huminové kyseliny a nakonec fulvinové
kyseliny. Pokud degradacni proces pokracuje, jsou huminové latky pomalu rozlozeny az na
oxid uhlicity a vodu [25]. Na Obrazku 9 je tato teorie vyznacena jako cesta Cislo 2.

Druhou moznou cestou je, dle Waksmana [20], Ze lignin je ¢innosti mikroorganismt pouze
modifikovan. Modifikace spociva v demethylaci a zkracovani alifatickych bocnich fetézca
ajejich nahrazeni karboxylovymi skupinami. Poté je lignin obohacen o dusik abiotickou
kondenzaci s polypeptidy vedouci ke vzniku Schiffovych bazi. Nasledné vznikaji huminové
kyseliny, které se poté fragmentuji na jednodussi fulvinové kyseliny. [31] Na Obrazku 9 je
tato teorie vyznacena jako cesta ¢islo 3.

Stevenson pojmenoval tuto teorii jako ,ligninova®“, coz je zavad¢jici. Prvni zminénou cestu
muiizeme nazvat presnéji jako lignin-polyfenolovou teorii, v druhém pfipadé se nepovazuje za
klicovou slozku pouze lignin, ale i aminokyseliny (proteiny), proto by se méla nazyvat spise
lignin-proteinova teorie. [24].

Polyfenolova teorie

Tato teorie se nazyva polyfenolova podle Stevensona [37] nebo teorie feonolové autooxidace
podle Ziechmanna [38] (1994), podle Tana [24] by se méla nazyvat fenol-proteinova teorie
analogicky k lignino-proteinové teorii. Podle této teorie jsou zakladnimi stavebnimi
jednotkami huminovych latek polyfenoly, které pochazi z ligninu nebo byly syntetizovany
mikroorganismy ze sacharida, ¢imz se 1isi od lignitové teorie. Nejdiive dochazi k rozkladu
rostlinnych polymerti na monomerni strukturni jednotky. Poté co se prerusi vazba mezi
ligninem a celul6zou béhem rozkladu rostlinnych zbytki, jsou postranni fetézce oxidovany
a demethylovany a tvoti se polyfenoly, které jsou enzymaticky transformovany na chinony.
Chinony poté reaguji s latkami obsahujici dusik a polymeruji za vzniku huminovych latek se
zvysSujici se komplexnosti. Nejdiive by byly formovany fulvinové kyseliny, poté huminové
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kyseliny, a nakonec huminy a kerogen [24; 36]. Na Obrazku 9 je tato teorie vyznaCena jako
cesta Cislo 4.

L@NW Celuléza a ostatni

napadeni . ..
mikroorganismy substraty (bez ligninu)
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Obrazek 8: Polyfenolova teorie [36].
Teorie autolyzy

Podle této teorie jsou huminové latky produktem enzymatické autolyzy mrtvych rostlinnych
a mikrobidlnich bunek. Vysledné bunécné zbytky (cukry, aminokyseliny, fenoly a jiné
aromatické slouceniny) podléhaji ndhodné kondenzaci a volné radikalové polymeraci [11]. Na
Obrazku 9 je tato teorie vyznacen jako cesta Cislo 5.

Kondenzace sacharidii s aminy

Vznik huminovych latek je zalozen na neenzymatické kondenzaci redukujiciho sacharidu
s aminoslouceninami, které jsou vedlejsimi produkty mikrobidlniho metabolismu a naslednou
polymerizaci [36].

Dle Maillarda [39] je prvnim krokem kondenzace aminoskupiny v aminokyselinach
s aldehydickou skupinou sacharid, pii které vznika Schiffova baze a N-substituovany
glykosylamin. Poté postupnym pieskupovanim a reakcemi dochazi k fragmentaci, odstépeni
vody a ktvorbé tfiuhlikatych aldehydd a ketond (napf. acetol, glyceraldehyd,
dyhydroxyaceton, ...). VSechny tyto slouCeniny jsou vysoce reaktivni a ihned polymeruji
v pfitomnosti aminoslou¢enin na hnédé zabarveny produkt podobny huminovym latkam [36].

Dle Ziechmanna a Stevensona se na glycin substituuje aminova skupina, ktera nasledné
reaguje s glukdzou na glukosylamin. Poté dochazi k preméne glykosylaminu na malanoidiny
a naslednou polymeraci nebo kondenzaci vznikaji huminové latky. [24]

Podle této teorie do tvorby huminovych latek nemusi byt zakomponovana CcCinnost
mikroorganisma a mohou vznikat Cist€ chemicky, s vyjimkou tvorby cukrt z uhlikatych latek
a aminokyselin z proteind. Ackoliv jsou reaktanty produktem mikroorganismii, kondenza¢ni
reakce jsou pomalejsi pii béznych pudnich teplotach. Tato teorie by se uplatnila spiSe pro
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pidy s nizsim obsahem ligninu a v pudach s vyraznymi a Castymi zménami prostiedi jako
jsou napfiiklad sucho, mokro, mraz atd. [36] Na Obrazku 9 je tato teorie vyznaCena jako cesta
Cislo 6.

Soil continuum model

Tato teorie vylucuje jakykoliv vznik a vyskyt HL. Autofi (Lehmann a Kleber) zminili, ze
z dlouhodobého hlediska jakakoliv frakce organické rostlinné ¢i zivocisné hmoty nakonec
podlehne rozkladu na CO; a vodu. Proto nelze pohlizet na pudni organickou hmotu nebo
huminové latky jako na velké a odolné chemicky specifické makromolekuly, ale jako na
kontinuum organickych fragment vSech velikosti pokryvajici celou skalu latek, od
neporusSené rostlinné hmoty po vysoce oxidovany uhlik v karboxylové kyseling. Tyto
fragmenty jsou nepfetrzité zpracovavany mikroorganismy smeérem k mensi molekulové
velikosti [35].

Mikroorganismy

zbytky

Preména mikroorganismy R
"% - 3

Polyfenoly {\;\ Produkty rozkladu Modifikovany
| ; ligninu fomi
I ,1?3;'.‘5 i lignin
| JE S0 + Aminoslouceniny -
xr FXE
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Bunécné fragmenty 7 o Huminové latky
Obrazek 9: Prehled jednotlivych teorii vzniku huminovych latek [35].
2.3.3 Molekularni struktura

Struktura huminovych latek je velmi slozita. Znalost strukturniho slozeni huminovych kyselin
je nezbytna pro pochopeni jejich moznych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Nejdulezitéjsi
vlastnosti huminovych latek, ktera je kliCcova pro jejich vyzkum, je molekulova hmotnost.
Molekulova hmotnost udava konformacni strukturu (tvar a velikost) a dokonce 1 reaktivitu.
S rozvojem modernich analytickych metod se rozsifily i moznosti zkoumani a v soucasnosti
existuji dva pohledy na strukturu huminovych latek: pivodni pohled jako na makromolekuly
s linearni strukturou a v dneSni dob& vice diskutovany pohled jako na supramolekuléarni
agregaty relativné malych heterogennich molekul stabilizovanych disperznimi hydrofobnimi
interakcemi [40].
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Mezi autory (Stevenson, Swift, Clapp, Wershaw a Aiken, atd.), ktefi pouzivali rizné
metody pro stanoveni molekulové hmotnosti, nepanovala shoda. Rozdily v molekulové
hmotnosti byly fadové odlisné. Znacny rozdil v molekulové hmotnosti je dan vysokou
heterogenitou huminovych latek a rovnéz zptasobem stabilizace jejich struktury, ale i $patné
zvolenou metodou stanoveni. Semiempirické metody (difuzni, sedimentacni rychlost)
pouzivané v 50.-70. letech, které nebyly vhodné pro polydisperzni systémy, kvili rGznym
diftznim koeficientim a sedimentacnim konstantam pro ruzné velikosti Castic, vedly ke
zminénym znacnym rozdilim ve stanoveni. Rozsah molekulové hmotnosti stanoveny témito
metodami se pohyboval v rozmezi 25 000 az vice nez 200 000 Daltont (Da). Objevila se
snaha snizit polydisperzitu huminovych latek, coz se podafilo frakcionaci huminovych kyselin
uzitim ultrafiltrace a gelové permeacni chromatografie. Ziskané frakce sice byly vice
homogenni nez puvodni roztok, avSak neSlo je povazovat za monodisperzni. Vysledna
molekulova hmotnost se pohybovala v rozmezi 2 600—-1 360 000 Da. Ve skuteCnosti vSak
pravdépodobné nepozorovali polymery, ale shluky malych molekul ndhodné agregovanych
riznymi silami v pribéhu frakcionace [41].

Z této doby vyhazi mnoho strukturnich modeli napt. modely dle Schultena a Schnitzera,
Flaiga a Stevensona. Strukturni modely huminovych latek se v prabéhu let také ménily. Jako
prvni byl predstaven tvar globularni Castice, pozdé€ji byla zvazovana flexibilné§i povaha
huminovych latek a elipsoidniho tvaru ¢i konformace ,,random-coil® (ndhodné svinuti). Na
zakladé dalSich experimentd bylo zjisténo, ze se molekularni struktura ménila ze sférického
tvaru do tvaru linearniho podle koncentrace vzorku, pH a iontové sily rozpoustédla. Pfi
rostoucim pH nebo koncentraci huminovych latek dochazi ke zméné tvaru z klubkovitého na
nahodné propletenou sit’ linearnich fetézcu, které se spojuji do struktur listu ozna¢ovaného
jako B-sheet [42].

OH ©
|
o) COOH HO OH
COOH O‘
o

Obrazek 10: Struktura podle Flaiga [43].
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Obrazek 12: Struktura podle Stevensona [37].

Prvni pochybnosti o polymernim modelu vznesl Wershaw ve své studii v roce 1986 [45].
Pro studium velikosti ¢astic vyuzil metody rentgenového rozptylu s malym thlem v pfipadé
HK v roztoku a adsorpéni chromatografie na dextranovych gelech v pifipadé jejich frakci.
Predpokladal vznik amfifilnich ¢astic vzniklych depolymeraci a oxidaci lipidovych
a aromatickych sloucenin pochazejicich z rostlinnych zbytki. Dle Wershava se hydrofobni
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cast amfifilni Castice skladala znepozménénych fragmentd puavodniho biopolymeru. Jako
soucast hydrofilni skupiny oznacil karboxylové kyseliny vytvorené oxidaci fragmentd, které
vznikly depolymeraci biopolymerd. V jeho modelu jsou agregaty drzeny pohromadé
hydrofobnimi silami a vodikovymi mustky a v roztocich tvoii micely, zatimco v pudé€ tvori
dvojvrstvou membranu pokryvajici mineralni zrna. [46] Wershawiv micelarni model
reprezentoval vyznamny pokrok, avSak stale nevysvétloval znacné rozdily v molekulové
hmotnosti, protoze byl stale zalozen na polymerni povaze agregovanych huminovych molekul
[31].

Vyznamny prulom nastal az s pokrokem v instrumentalni analyze a s metodami jako jsou
SEC, C-NMR, MS aj. Mezi nejvyznamnéj§i prace patii studie Piccola a kol. (1996a, b).
Metodou SEC pozorovali reverzibilni hypsochromni posun maxima absorpce pii 280 nm
z oblasti vysoké molekulové velikosti k nizké, pfi okyseleni riznymi organickymi kyselinami
z pH 9,2 na 2 pred eluci v pufru. Usuzovali, ze divodem tohoto chovani je, ze huminové latky
jsou micelarni asociaty, které jsou stabilizovany prevazné hydrofobnimi silami pii pH 7.
Domnivali se, ze organické kyseliny pronikaly do hydrofobniho jadra micelarni struktury
béhem ztraty kyselého charakteru huminovych latek pfi zméné pH z7 na 2. Doslo by
k asociovani organickych kyselin a huminovych latek, kvili amfifilnim vlastnostem kyseliny,
schopné reagovat jak s hydrofilnimi, tak s hydrofobnimi ¢astmi huminovych agregati. Tyto
interakce byly schopné narusit slabé sily, které stabilizuji huminovou strukturu. Nasledna
chromatograficka eluce oddelovala malé podjednotky tvotici agregat a branila zpétné tvorbé
agregatu, ke které by dochazelo za statickych podminek. [47; 48]

Vysledkem nasledujicich studii je tvrzeni, ze huminové latky jsou relativné malé
heterogenni molekuly, které se samovolné€ usporadavaji do supramolekularnich struktur.
Oproti polymernimu modelu nejsou mezi sebou vazany kovalentnimi vazbami, ale jsou
stabilizovany slabymi nevazebnymi interakcemi, jako jsou hydrofobni interakce, m—m vazby,
van der Waalsovy sily, CH-r vazby a pii nizkych hodnotach pH i vodikovymi mustky. Prave
kvali témto vazbam jsou agregaty mnohem méné stabilni jak slouCeniny diskutované
v polymernim modelu a maji tendenci k snadné deagregaci, zejména pii vysokych teplotach ¢i
v kyselém prostfedi. Konstituéni jednotky agregatu se tedy mohou kdykoliv jednoduse
preusporadat do termodynamicky nejstabilnéj§i konformace. Pravé tato vlastnost je
v supramolekularnim modelu klicova v kontrastu s polymernim modelem. [47; 49] Dle studie
predlozené Simpsonem [50] jsou supramolekularni agregaty tvoreny nizkomolekularnimi
(<2000 Da) fragmenty, jako jsou alifatické kyseliny, ethery, estery a alkoholy, aromatické
slouCeniny odstépené z ligninu, polysacharidy a polypeptidy; poutané k sobé vyse zminénymi
silami, a proces agregace je iniciovan kovovym kationtem.
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Obrazek 13: Supramolekulami struktura dle Simpsona [50].

I vsoucasnosti jsou vydavané védecké clanky vypovidajici o polymerni struktuie
huminovych latek ¢i o kombinaci obou modelt. Dle téchto publikaci jsou huminové latky
smés velkého mnozstvi chemicky individualnich slou€enin s polymernim charakterem.
Nekteré z novéjsich studii popisuji alkyl-aromatickou strukturu molekul huminovych kyselin.
Aromatické kruhy hydrofenolu a alifatické zbytky uhlohydratt, proteinti a aminokyselin jsou
spojeny kyslikovymi mastky (—O—-), dusikem (—N-), sirou (-S—) a —CH>— a -NH- a jinymi
funkénimi  skupinami: karboxylovymi, fenolickymi, alkoholovymi, chinonovymi,
ketonovymi, methoxy, amino a amidovymi, které jsou velmi dulezitymi stavebnimi kameny
urcujici fadu vlastnosti HL. Tvar molekuly HK v roztoku zavisi na vlastnostech rozpoustédla
(koncentrace, pH, iontova sila) avSak ptredpokladaji, ze to jsou sférokoloidy s porozni
strukturou o molekulové hmotnosti v rozmezi 2000-300 000 g'mol™'. Nizkomolekularni
frakce jsou tvofeny fulvinovymi kyselinami a vysokomolekularni frakce huminovymi
kyselinami [24].

Tan ve své studii [24] wvyuzil rastrovaciho elektronového mikroskopu pro zkouméani
struktury huminovych latek. Struktura fulvinové kyseliny extrahované z pudy byla podobna
rybarské siti, kterd je charakteristickd pro nanotrubicky (Obrazek 14a). Pozoroval dlouhé
vlaknit¢ molekuly fulvinovych kyselin extrahované z pfirodnich vod spojené van der
Waalsovymi silami tvoficimi shluk nanotrubi¢ek (Obrazek 14b). V pfipadé huminovych
kyselin, extrahovanych zlignitu, pozoroval nanotrubickovou membranovou strukturu
podobajici se vceli plastvi (Obrazek 15). Tato struktura je termodynamicky nejstabilngjsi
konformaci, ktera mize vzniknout samovolnym usporadanim. Nanotrubicky jsou dle autora
stabilizované taky nanotecCkami (nanobuds), coz jsou fullereny kovalentné navazané na obvod
nanotrubicky.

30



Obrazek 14: Mikrograf SEM, a) struktura pudni FK podobajici se rybarské siti, b) struktura FK
extrahovan¢ z pfirodnich vod [24].

Obrazek 15: Mikrogram SEM, a) porusena nanotrubickova membranova struktura HK, b) pfibliZzeni na
oblast s rozpoznatelnou strukturou podobajici se véeli plastvi [24].

Vroce 2015 byla publikovana studie [51], ktera prezentovala huminové latky jako
hierarchicky samovolné€ usporadavajici se systém skladajici se ze tii slozek, a to z neamfifilni,
amfifilni a lipidové frakce. V prvni hierarchické trovni se samovolné usporadéavaji amfifilni
slozky s lipidovymi, druhd troven je vysledkem uspotradani prvni vrstvy s neamfifilnimi
slozkami. Zatimco v druhé urovni je struktura huminu a huminové kyseliny podobna, v prvni
urovni je huminova kyselina tvofena prevazné amfifilnimi slozkami a humin pfevazné
lipidovou slozkou.

Na zaklade rozsifené teorie vodikovych vazeb od autort Gilli a Ni [52; 53], dle kterych
jsou molekuly organickych latek spojeny také silnymi, negativnimi, elektrostaticky
podporovanymi vodikovymi mustky (CAHB — charge-assisted H-bond), které jsou silnéjsi
nez vodikové mustky mezi molekulami vody a organické hmoty, byl vytvoren novy mozny
supramolekularni model [54]. Tento model pojednavda o huminovych latkach jako
o supramolekularnich agregatech skladajicich se z metachemickych hydrogelti (o priméru
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<1 um) spojenych vyse zminénymi silnymi (téméf kovalentni) vodikovymi mustky, které jsou
zapouzdreny v dispergovatelnych fyzikalnich hydrogelovych scaffoldech (o praméru >1 pum)
spojenych nekovaletnimi slabymi intermolekularnimi silami. Dohromady tedy tvori
hierarchickou supramolekularni strukturu, ktera se samovolné usporadava do wvyssi
supramolekularni struktury [55].

2.3.4 Rozdéleni organické hmoty dle polarity rozpoustédla

Frakcionace je proces rozdélovani organické hmoty dle specifickych vlastnosti souvisejicich
s jejich strukturou a je provadéna za ucelem co nejvétSiho snizeni heterogenity. SniZeni
heterogenity a rozde¢leni na frakce usnadiiuje fyzikalné-chemickou charakterizaci. Organicka
rozpoustédla se vyuzivaji pro extrakci/frakcionaci a sekvencni extrakci po dlouho dobu.
Prikladem muze byt separace hymatomelanové kyseliny ziskana extrakci ethanolem v roce
1919 Odenem. [16]

Dle [56] by rozpoustédlo mélo spliiovat dvé podminky:

1. Neovliviiuje chemické a fyzikalni vlastnosti extrahované latky.
2. Je schopno kvantitativné odstranit nebo izolovat huminovou latku z pady.

Vétsina rozpoustédel pouzivanych pro extrakci ¢i frakcionaci jsou polarni. Polarni latky
maji permanentni elektricky dipol, vznikly rozdilnou elektronegativitou atomt v molekule.
Polarnost charakterizuje dipolovy moment y, ktery se pohybuje v rozmezi 1,15 Debye (D)
(diethyether, chloroform) az po 5,54 D (hexamethylforsforamid). Latky, které nemaji
dipélovy moment, se nazyvaji nepolarni. Mezi nepolarni se fadi vétSina uhlovodikl, ale ne
vSechny, napiiklad toluene vykazuje dipolovy moment (0,34 D). Rozpoustédla pouzivana pro
extrakci se rozdéluji do nékolika tfid [57]. Neékteré fyzikalné-chemické vlastnosti
rozpoustédel vyuzitych v této diplomové praci jsou zminény v Tabulce 4.

Latka se rozpusti v rozpoustédle, kdyz jsou pritazlivé sily mezi molekulami rozpoustédla
a rozpousténé latky podobné silné. NejdulezitéjSimi parametry organickych rozpoustédel
pouzivanych pro rozdéleni organické hmoty jsou bazicita systému, schopnost utvaret
a rozrusovat vodikové vazby, dielektricka konstanta a dipdlovy moment. Bod varu, viskozita
a hustota neovliviiyji proces izolace, ale je nutné s nimi pocitat pii znovuziskavani izolované
latky z rozpoustédla [58]. Obecné plati, ze méné polarni latky se snaze rozpoustéji
v rozpoustédlech s nizsi dielektrickou konstantou a naopak. Je vSak nutné brat v potaz, ze
samotny rozsah rozpustnosti latky je zavisly také na zapojeni specifickych interakci a zeyména
vodikovych vazeb.

Nepolarni rozpoustédla se vyuzivaji pfevazné pred extrakci pro odstranéni nehuminovych
latek (jako jsou tuky ¢i vosky). [16] Huminové kyseliny obsahuji 95 % pevné vazanych
mastnych kyselin pravdépodobné esterovou vazbou na fenol a zbylych 5 % tvorti slabé vazané
mastné kyseliny pravdépodobné adsorbované na povrchu HK [11].

V piipadé extrakce lipida zavisi na vybéru rozpoustédla, protoZze ne vSechny lipidy jsou
rozpustné v béznych nepolarnich rozpoustédlech. Napftiklad lipidy spojené s proteiny nebo
cukry, ¢i soli tézkych kovi vysokomolekularnich mastnych kyselin jsou nerozpustné
v nepolarnich rozpoustédlech, jako jsou napfiklad ethery. Pokud je v extrakéni smeési
pfitomen methanol ¢i jiné polarni organické rozpoustédlo, tak dochazi k rozbiti
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lipoproteinovych ¢i glykoproteinovych komplext. Methanol je dokonce i G€inny pro extrakci
soli tézkych kovi mastnych kyselin. Dalsi vyhodou polarnich rozpoustédel, jako jsou
methanol, ethanol ¢i aceton, je jejich schopnost extrahovat anorganické a nelipidické
organické slouceniny [56]. Koncept pro odhad rozpustnosti na zakladé parametra rozpustnosti
byl predstaven Hildebrandem et al. [S9] a Hansenem [60].

Tabulka 4: Vlastnosti organickych rozpoustédel vyuzitych v experimentalni ¢asti.

s?a(;'(lll dielektrickd hustota dipolovy relativni
nazev vzorec typ o konstanta (g¢/mL) moment polarita
(°C)
[61] [61] (D) [61] [62]
[61]
|
chloroform _Cou nepoléum'l 61,20 4,80 1,498 1,00 0,259
or e
o -
, polarni
cthylacetat )J\O/\% aprotické 77,00 6,00 0,894 1,78 0,228
0 L
polarni
aceton )k aprotické 56,20 21,00 0,786 2,85 0,355
acetonitril —= polami ¢} 6o 37,50 0,786 3,50 0,460
aprotické
i - polami
n-propanol e protické 97,00 22,00 0,803 1,68 0,617
HooH s
methanol o’ polami ¢ 6 33,00 0,791 1,60 0,762
W protické

! Z hlediska rozpustnosti ve vodé je povazovan za nepolami rozpoustédlo (rozpustnost 8 g/L pfi
laboratorni teploté), z hlediska relativni polarity a dielektrické konstanty je povazovan za polami
aprotické rozpoustédlo.

2.3.5 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky jsou jakozto unikatni material hojn€ vyuzivany v raznych oblastech lidské
cinnosti. Z pocatku byly spalovany v elektrarnach jakozto soucast uhelnych paliv, avSak
s pokrokem vyzkumu a vzrastajici tendenci omezovat spalovani uhli se huminové latky
zaCaly vice uplatiovat v dalSich oblastech jako je zeméd¢lstvi, primysl, ochrana Zivotniho
prostiedi ¢i lékarstvi.

VyuZiti v zemédélstvi

Huminové latky maji pfiznivy vliv na fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti pudy. HK
napomahaji k vytvareni poru v pudé formou agregace Castic pudy, asistuji pii transportu
mikrozivin z pidy a stimuluji vyvoj mikroflory v padé. Vznikla drobkovita struktura zvysuje
dobu po kterou puda zadrzuje vodu a rychlost vymény plynt mezi ptidou a okolim. HL jsou
zdrojem mineralnich a organickych latek, které jsou nasledné vyuzity jako zdroj energie pii
biologickych procesech v pudé [63]. Huminové latky jsou schopné tvofit rozpustné
i nerozpustné komplexy s kovy. Predpoklada se dvoji efekt huminovych latek. Fulvokyseliny,
tvorici prevazné rozpustné chelaty kovl, napomahaji k transportu prospésnych biogennich
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kovt ke kofenovému systému rostlin. Naopak huminové kyseliny tvofi pfevazn€, ale ne vzdy,
nerozpustné chelaty kovii a mohou na sebe vazat toxické kovy [24]. HL jsou schopné vazat
také oxidy a hydroxidy a pomalu je uvolfiovat. Zabrafiuji vzniku padnich prasklin a ptdni
eroze sluCovanim koloidu. Dale maji schopnost regulovat hodnoty pH v pudé a zvysuji
pufracni schopnosti pudy [64].

Huminové latky se pridavaji do hnojiv jako aditivum ve formé soli, jako humat vapenaty
aplikovany pfimo na listy nebo humat amonny [63]. Efekt huminovych latek na vlastnosti
pady zavisi na jejich koncentraci. Nizké koncentrace (do 1000 mg-dm™) zlepSuji pfijem Zivin
a hormonalni efektivitu. Pfi koncentracich nad 1000 mg-dm™ dochazi k vyraznému nariistu
obsahu zivin (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn) v listech a ve stonku, av§ak na tkor ubytku nékterych
jinych zivin [65].

Pramyslové vyuZiti

S huminovymi latkami je mozné se setkat ve stavebnictvi, kde se pouzivaji naptiklad jako
aditivum do cementu napomahajici usazovani betonu, dale v kozedélnictvi pii prvotni uprave
kiize, barveni, procesu ¢inéni a jako soucast roztoku pfi jeji finalni upravé. V keramickém
prumyslu se vyuzivaji jako aditiva zvysujici mechanickou odolnost nevypalené keramiky
a zlepSujici jeji odlévani. V dfevozpracovatelském pramyslu se vyuzivaji na pfipravu
,prirodniho indiga®“ pro barveni dfevénych dyh a jako slozka vodorozpustnych barev na
nabytek. Rovnéz nalézaji vyuziti pro barveni PVC ¢i Nylonu 6, jako tuzidlo polyuretanovych
pén nebo jako soucast zmeékcovadla pii vyrobé PVC. Své uplatnéni nalézaji i pfi vyrobé
papiru. Jsou soucasti nejruzné€jSich Casti vyrobniho procesu, napiiklad pii vyrobé papiru
s vysokou pevnosti v tahu, pfi vyrobé elektrovodivého papiru nebo pii recyklaci papiru.
Huminové latky se pouzivaji jako iontomeénice, jako zdroj syntetického uhliku a pfi extrakci
uranu z rudy [63].

Ochrana Zivotniho prostiedi

Huminové latky mohou interagovat se Sirokou Skalou xenobiotik. Pro ochranu zivotniho
prostiedi je vyznamna jejich schopnost tvofit nerozpustné komplexy skovy, vcetné
radionuklidi, s jejich oxidy a hydroxidy [63], a také sorpce i jiné interakce s organickymi
hydrofobnimi latkami, pesticidy, detergenty ¢i barvivy [66]. IontoméniCové latky zalozené na
humatu vapenatém jsou schopné vazat t€zké kovy jako zelezo, nikl, rtut’, kadmium a méd
a odstrafiovat je zvod, ¢ odstrafiovat radioaktivni prvky z chladici vody zjadernych
elektraren. Materialy obsahujici humus jsou schopné sorbovat plyny, coz je vyuzitelné
napiiklad pro odstrafiovani odpadnich plynt z kafilérii ¢i k Cisténi zemniho plynu od
sirovodiku a thiold, a spalin od oxidu sifi¢itého [63]. Huminové latky a pfevazné€ huminova
kyselina, se jevi jako vhodna latka pro detoxikaci latek kontaminujicich zivotni prostiedi [64].

Aplikace v biomediciné a Iékarstvi
Huminové latky se hojné vyzivaji také v mediciné a veterinafstvi. Historicky nejroz§irené;si
a nejvyznamnéj§i aplikaci huminovych latek je balneoterapie a hydroterapie [67]. Jejich

medicinské uplatnéni umociiuji antivirové, chelacni a protizanétlivé schopnosti a podpora
aktivity estrogenu. Neékteré studie dokonce popisuji huminové latky a prevazné fulvinové
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kyseliny jako latky chranici pted vznikem rakoviny ¢i pozastavujici jeji prubéh. Jejich dalsi
rozvoj vsak ohrozuje fakt, ze huminové kyseliny mohou byt toxickym ¢initelem poskozujicim
bunky savcl, avSak samotny mechanismus cytotoxicity je neznamy. Zjistilo se, ze HK
podavana potkanim profylakticky snizuje poskozeni zaludku ethanolem [63].

2.4 Soucasny stav reSené problematiky

Nejreaktivnéjsi a nejvyznamnéjsi slozkou pudni hmoty jsou bezpochyby huminové latky,
vzniklé chemickou a biologickou degradaci rostlinnych a zZivocisnych zbytkd. Nejen, Ze jsou
klicové v ekosystémech jako regulator globalnich cykla uhliku a dusiku, ale priznivé ovliviuji
také rust rostlin a mikroorganismu, podili se na transportu antropogennich sloucenin a tézkych
kovi a stabilizuji padu. Doposud vSak nebyla rozvinuta zadna technologie fidici aktivitu
huminovych latek, kvili jejich strukturni komplexnosti. Pro charakterizaci HL 1ze pouzit
mnoho analytickych metod, jako jsou oxida¢ni a redukcni degradacni reakce, UV/VIS
a fluorescenéni spektroskopie, '*C-NMR spektroskopie, HPSEC (vysokou¢inna SEC),
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS), hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS), sorpce na pevnych matricich a dalsi. Nicméné zadna
z téchto technik sama o sob& nebyla shledana dostatecnou k objasnéni struktury huminovych
molekul. Obecné se povazuji HL za supramolekularni agregaty heterogennich a relativné
malych molekul, které jsou drzeny pohromad¢ slabymi nekovalentnimi interakcemi, jako jsou
vodikové mustky a hydrofobni sily. Zminéna komplexnost HL miize byt snizena postupnym
rozruSovanim intramolekularnich vazeb, které stabilizuji huminovy supramolekularni agregat,
a nasledné muzou byt izolovany jednotlivé frakce. Frakce 1ze poté strukturné identifikovat
kombinaci pokrocilych analytickych metod [68].

Cilem frakcionace je usnadnit stanoveni fyzikalnich a chemickych vlastnosti, urcit rozsah
variaci vlastnosti a charakterizovat ¢i urcit otisku prstu — | fingerprint [69]. V soucasnosti
existuje mnoho chemickych a fyzikalnich metod pro frakcionaci HL. Chemické metody jsou
zalozeny na rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnostech HL, jako jsou rozdily
v rozpustnosti, naboji, adsorpci, hustoté, velikosti castic a molekulové hmotnosti.
Z tyzikéalnich metod jsou nejvyznamnéjSimi filtrace a centrifugace, dale se setkavame
i s prosévanim, ultrazvukovou, mechanickou a chemickou dispergaci, nebo separaci
usazovanim ¢astic rizné hustoty [24].

Filtrace

Nejcasté€ji vyuzivanou metodou filtrace je ultrafiltrace s pouzitim filtri rtznych velikosti
pora. Filtry obecné separuji na zakladé linearni velikosti nebo rozméri, ne nutné dle
molekulové velikosti, a Casto dochazi k zaméne jednoho s druhym. Pro tento ucel se nejCastéji
pouzivaji dva typy filtrd, a to membranové a hloubkové. Membranové filtry, napf. acetat
celulozové, dusi¢nan celuldzové ¢i stiibrné filtry, funguji na principu sita a nepropousti latky
vetsi, nez je velikost port. Hloubkové filtry, napt. ze sklenénych vlaken, funguji taktéz na
principu sita, av§ak ob¢as mohou propoustét i latky vétsi, nez je velikost pora [24]. Proces
oddéleni relativné velkych Castic za pouziti filtru s vétSimi pory se nazvyva mikrofiltrace
a proces vyuzivajici filtry s mens§imi pory se nazyva ultrafiltrace.
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Lobartini a kol. pouzili pritocné cely Amicon (model 8050) se sérii celulézovych membran
se zveétsujici se velikosti pord. Nejdiive separovali frakci s molekulovou hmotnosti <10 000,
dale v rozmezi 10 000-30 000, 30 000-50 000, 50 000—100 000 a >100 000. Kazdou z frakci
nasledné Cistili a koncentrovali pomoci kolony s XAD-8 pryskyfici. Z vysledkt strukturni
analyzy frakci usoudili, ze jednotlivé frakce jsou slozené z podobnych sloucenin a rozdil
v molekulové hmotnosti je dan rozdilnym stupném polymerizace [70].

Ve studii [71] rozdélili HK izolovanou z raseliny pomoci crossflow ultrafiltrace s vyuzitim
hydrofilnich celul6zovych membran na frakce o molekulové hmotnosti 1, 1-3, 3-5, 5-10, 10—
30, 30-100, 100-300 a >300 kDa. Distribuce molekulové hmotnosti byla dale kalibrovana
pomoci HPSEC. V chromatogramu jednotlivé frakce HK vykazovaly uzkou distribuci
molekulovych hmotnosti, z ¢ehoz usoudili, ze ultrafiltrace je vhodnou metodou pro
frakcionaci heterogennich huminovych makromolekul. Ve frakcich sniz§i molekulovou
hmotnosti indikovali vice heterogennich funkénich skupin, vétsi atomovy pomeér O/C, vyssi
obsah kysliku a aromatickych strukturnich jednotek pochazejicich z ligninu. Frakce s vyssi
molekulovou hmotnosti obsahovaly méné kysliku a méné aromatickych strukturnich jednotek
korespondujicich s vy$sim atomovym pomérem H/C a niz§im pomérem O/C.

Huminové kyseliny izolované z raseliny byly separovany pomoci tangencialni ultrafiltrace
na frakce s riznou nominalni molekulovou hmotnosti (5-10, 10-20, 20-50, 50-100, 100-300,
>300 kDa) a ty nasledné podrobeny strukturni analyze ve studii [72]. Frakce s vyssi
nominalni molekulovou hmotnosti (>50 kDa) byla charakteristickd dlouhymi fetézci
methylovych a methylenovych skupin a malo substituovanymi aromatickymi kruhy. Frakci
s niz8§i nominalni molekulovou hmotnosti dominovaly fenolické a kyslik obsahujici skupiny.
Frakce byly nasledné¢ oSetfeny 0,5 M HCl, takto oSetfené frakce nasledné vykazovaly zvySeni
karboxylovych a fenolickych OH skupin.

Hustotni frakcionace

Nehuminifikovana organickd hmota ma mensSi hustotu nez organicka hmota podléhajici
humifikaci, ktera se v procesu vaze na mineralni Castice pudy. Separace je zalozena na
dispergaci vzorku s roztokem o hustoté v rozmezi 1,6-2,2 g-em™, ¢imZ dojde k rozdéleni na
lehkou a tézkou frakci. Lehka frakce, ktera ma hustotu mensi nez roztok, se bude vznaset na
hladiné, zatimco tézka frakce bude klesat ke dnu. Nasledné je narusena stabilita ptdnich
agregatl u dna pomoci disperzniho kroku, ktery vede k uvolnéni pudni organické hmoty,
ktera vzlina k hladin€é. Vznikaji dvé lehké frakce, které jsou tvoreny ulomky rostlinného
odpadu, zivocisnych zbytkl, semeny, pylem a uhlim, a li§i se pouze intenzitou interakce
s pudni matrici. Stuperi separace a vytézky zavisi na intenzité disperze a hustoté roztoku — ¢im
vy$Si hustota, tim vyssi vytéznost [73; 74]. Nevyhodou metody je, ze v lehké frakci jsou
separovany i ¢asteCky uhli, dale fakt, zZe hustota separa¢niho roztoku je ovlivnéna teplotou ci
pH, coz mlze ovlivnit intenzitu extrakce HL. Také dochéazi k nedostatecné disperzi
mikroagregatti, protoze v nich pfirozené se vyskytujici voda a vzduch snizuji jejich hustotu
[73; 74].
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Prosivani

Na padni agregaty se pusobi stejnymi disperznimi silami, jako na né€ pasobi sily v prirozeném
prostiedi (napf. vé€trna eroze ¢i zaplaveni pudni vodou). Pii vétrné erozi dochazi
k mechanickému rozruSovani padnich agregati po dopadu volnych Castic pudy prenasené
vétrem. To se v laboratofi simuluje prosivanim za sucha s pouzitim rotacnich siti, které
rozdéluji vzorek do velikostnich tiid, dle kterych se hodnoti mnozstvi agregati odolavajici
jejich rozruSeni riznymi silami. Zaplaveni pudni vodou, ktera zpisobuje nabobtnani agregatu
a rozpousténi latek drzicich agregat pohromad¢, se laboratorné napodobuji prosivanim pod
vodou. Vyuziva se drzaku, ve kterém je pfipevnéno sito se vzorkem pudy umisténym na jeho
povrchu. Sito je nasledné v pravidelnych intervalech ponofovano a vynorovano. Mira
rozru$eni pudnich agregati je hodnocena jako mnozstvi hmoty slozené z Castic v urcitém
rozmezi velikosti. Nejcastéji maji pory v situ velikost 2000, 250 a 53 um [75; 76].

Gelova chromatografie (LPSEC), HPSEC

Gelova chromatografie je jednoducha a relativné efektivni frakcionacni metoda, v soucasnosti
se setkavame s pojmenovanim SEC. Ne vSechny gely a pryskyfice jsou vhodné pro
frakcionaci (nevhodna je naptiklad XAD pryskyfice, presto se v nékterych studiich objevuje),
avSak lze pouzit Sephadex, Pephagel, Silikagel, aj. Metoda vyuzivajici kolonu naplnénou
Sephadexem se nazyva gelova filtrace. Nabobtnalé kulicky Sephadexu jsou casto velikosti
mezi 20 az 300 um. Specifikované mnozstvi HK poté prochazi kolonou a kolona je soucasné
promyvéana vodou o priitoku 40 mL-h™!. Sephadex m4 porovitou strukturu a chova se jako
chromatografické médium. VéEtsi huminové molekuly maji tendenci protékat rychleji
mezerami mezi kuliCkami, zatimco malé huminové molekuly mohou vstupovat i do poru
kuli¢ek, coz je zna¢né zpomaluje. HPSEC pracuje na stejném principu, akorat proces probiha
za zvySeného tlaku, vétSinou od 50 do 350 barti, to umoznuje vyuziti mensich rozméru
kulic¢ek naplné (2-5 p) a tim 1 lepsi rozliseni [24].

Peuravuori a Hautala vyuzili HPSEC aparaturu s Biosep SEC-2000 kolonou na frakcionaci
HK. Huminové kyselina pfed vstupem do kolony byla filtrovana skrze filtr ze sklenénych
mikrovladken. Kolona byla kalibrovana pomoci standardu polystyren-sulfonatu na molekulové
hmotnosti o hodnotach: 678, 16 800, 32 000, 123 000 Da. Jako mobilni fazi pouzili roztok
obsahujici NaCl a NaNs. Takto vznikly tfi frakce. Frakce byly charakterizovany pomoci 3D-
EEM spektrofluorometrii. V pivodni HK pozorovali ve fluorescencnich spektrech piky
charakteristické pro latky odvozené od proteinu, fenolu a naftolu. Pii zméné pH pozorovali,
ze latky odvozené od fenolu a naftolu se skladaji z Casti o rizné kyselosti, a tudiz i struktury.
Fluorescencni (3D-EEM) spektra frakci vykazovala podobna maxima pikd jako
nefrakcionovana HK a pfidané piky latek charakteristické pro vysoce kondenzované
aromatické systémy, které byly ve spektru nefrakcionované HK prekryty. Intenzita pika frakci
byla také intenzivnéjsi nez piky puvodni HK, coz si vysvétlovali potlaCenim samozhaseni
v mén¢ komplexnich frakcich [77; 78].

Adsorpcni/iontovyménna chromatografie

Ve studii pfedlozené Yonebayashim a Hattorim vyuzili pro frakcionaci HK makroporézni
neiontovou XAD-8 pryskyfici (Amberlite). HK nasycena H* byla adsorbovana na pryskyfici
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pii pH 3 a frakcionovana na 4 ¢asti. Toho docilili eluci univerzalnimi pufry upravenych na pH
7 a 11, vodou a 50% ethanolem. Pro popis struktury frakci vyuZili elementarni analyzy, 'H-
NMR a gelovou permeacni chromatografii. Prvni frakce se sestavovala z nékolika
strukturnich subjednotek. Predpokladali, ze je jedna o kondenzované aromatické kruhy
s kratkymi alifatickymi substituenty a vét§im mnozstvim karboxylovych skupin. Druhé frakce
byla charakteristicka pfitomnosti fenolickych skupin a tfeti frakce dlouhymi alifatickymi
fetézci. Ctvrta frakce byla tvofena vétsim mnozstvim strukturnich podjednotek. Mezi néz
radili aromatické kruhy s dlouhymi alifatickymi fetézci [79].

Frakcionace na zdakladé rozdilné rozpustnosti

Metoda je zalozena na schopnosti chemické latky rozlozit huminovou molekulu na nékolik
frakci s raznou rozpustnosti. V historii toho vyuzil napifiklad Oden pii rozdéleni HK dle
rozpustnosti v ethanolu na rozpustnou hymatomelanovou kyselinu a nerozpustnou cast —
a-huminovou kyselinu [24]. Jedna z béznych metod frakcionace je zaloZena na rozpustnosti
v rozpoustédle pii ruznych hodnotach pH. Frakce HK, ktera obsahuje slabé disociovatelné
kyseliny, se vysrazi jako prvni pfi snizeni pH a silné kyseliny naposled. Pfidanim soli se snizi
intra- a intermolekularni odpuzovani naboji, coz vede ke zmenSeni agregati vyloucenim
vody z matrice. Také potlaCeni elektrické dvojvrstvy umoziiuje molekulam se pfiblizit
a podporuje koagulaci. Tomuto se fika vysolovani (salting out). Selektivniho vysrazeni 1ze
dosahnout vyuzitim tézkych kova [80].

HL jsou malo rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech. Rozpoustédla jako jsou
ethanol, methanol ¢i aceton mohou byt pouzita pro frakcionaci z alkalickych roztoku.
Rozdéleni mezi alkalicky roztok a nemisitelné (¢i mirné misitelné) organické rozpoustédlo
muze vést k zakoncentrovani HL na rozhrani voda—organické rozpoustédlo. Hydrofobni
soucasti HL. jsou pfitahovany na rozhrani organického rozpoustédla, avSak polarni Casti
nejsou solvatovany, a proto neptechéazi do rozpoustédla [80].

Kosaka frakcionoval HK, extrahovanou prevazné =z organické hmoty pochazejici
z vulkanického popela, na tfi Casti — rozpustnou v acetonu (A-frakce), rozpustnou
v benzenalkoholu (B-frakce) a nerozpustnou (C-frakce). K extrakci vyuzil Soxhletav pfistroj,
10 grami vzorku HK navazil do extrak¢ni patrony a ponechal extrahovat acetonem osm
hodin. Nasledn€¢ nechal patronu uschnout na vzduchu. Obdobné postupoval i v pripadé
benzenalkoholu. Vysledkem prace bylo zjisténi, ze vytézek frakce se zvySoval se snizujicim
se obsahem metoxylovych skupin v HK. Frakce rozpustné v organickych rozpoustédlech maji
mens$i molekulovou hmotnost nez frakce nerozpustné. Nejvyssi obsah uhliku méla C-frakce
a nejnizsi A-frakce. V piipadé mnozstvi karboxylovych skupin a poméru C/N to bylo naopak,
nejvyssi mnozstvi skupin a nejvyssi pomér C/N byly v A-frakci a nejnizsi v C-frakci [81].

Autofi ve své praci [82] vyuzili GC/MS a LC/MS v zavislosti na rozpustnosti frakci
ziskanych sekvencni chemickou frakcionaci ve vod€. K popisu struktury vyuzili NMR
spektrometrii. Vysledek vyzkumu poukazal na pfitomnost pifevazné nasycenych
a nenasycenych n-alkanovych kyselin ve vSech oddélenych frakci. Jejich pfitomnost ve vSech
frakcich nasvédcuje jejich roli pii tvorbé a stabilizovani huminovych supramolekularnich
struktur. Casti nasycenych kyselin jsou slab&é vazané na huminovou matrici, vétSina
n-alkanovych kyselin je zapojena do esterovych vazeb a je odstépena az po hydrolyze.
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Nenasycené alkanové kyseliny byly pozorovany i u vodorozpustné frakce (AQU2) ve vétsim
mnozstvi nez dovoluje jejich rozpustnost, coz muze byt vysvétleno agregaci s hydrofilnimi
latkami. Kazdopadné vétSina nenasycenych alkanovych kyselin byla pozorovana v HK po
frakcionaci. Hydroxylované kyseliny a n-alkoholy byly v rizném mnozstvi detekovany napfic¢
vSemi frakcemi. Velkou roli pfi stabilizovani huminovych supramolekularnich struktur
prikladali di- a trihydroxy- substituovanym kyselinam, které byly vyznamné zastoupené ve
frakci ORG1 a ORG2. Ve frakcich ORG2 a ORG3 byly detekovany prevazné aromatické
struktury ave vétsi mife 1 linearni cukry a steroidy, které vSak pozorovali i v ostatnich
frakcich v mens$im mnozstvi [82].

Sekvencni chemicka frakcionace

Piccolo navrhl chemickou frakcionaci zalozenou na postupném rozruSovani vazeb. Zacina
extrakci volnych a nevazanych huminovych molekul navazanych na suprastrukturu HK
pomoci disperznich sil organickym rozpoustédlem, aniz by doSlo k destrukci kovalentnich
vazeb. Dalsi dva nasledujici kroky zahrnuji §tépeni kovalentnich vazeb ve slabé vazanych
esterech mirnou transesterifikaci trifluoridem boritym-methanolem (BF3-MeOH) a v silnéji
vazanych esterech alkalickou solvolyzou (KOH-MeOH). Nakonec jsou §tépeny silné etherové
a glykosidické vazby puasobenim kyseliny jodovodikové a nasledné je organicky ether
protonovan a jodid s alkoholem podléhd nukleofilni substituci, pfi¢emz alkohol je dobte
odstupujici skupina. [82].

Ve studii [83] bylo pro izolovani organickych frakci ze tii typt pidni organické hmoty
vyuzito sekvencni extrakéni metody s vyuzitim 10 organickych rozpoustédel s rozdilnou
polaritou. Ziskané frakce byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy, infracervené
spektrometrie a ESR analyzy (electron spin resonance). Pozorovali zvySujici se obsah popela
(s vyjimkou prvnich dvou frakci), zvySujici se obsah uhliku a vodiku, a naopak snizovani
obsahu kysliku a dusiku se zvySujici se polaritou organického rozpoustédla. Frakce
extrahované typicky nepolarnimi rozpoustédly se vyznacCovaly vysokym obsahem C a H
a nizkym obsahem O, z infracervenych spekter vyhodnotili pfitomnost komplexni heterogenni
alifatické struktury sestavajicich se z raznych lipidickych materiala (tuky, vosky, terpeny,
steroly aj.). S narustajici polaritou pozorovali zvySovani aromaticity a vysoky stupeni
substituce kyslikem.

Frakcionace na zakladé rozdilného pH

Ve studii [84] predstavili novy zpusob frakcionace huminovych kyselin, a to pomoci tzv.
sekvencni rozpoustéci metody, ktera si kladla za cil snizit kompozi¢ni a strukturni
heterogenitu HK a docilit lepsiho vyuziti zdroji HK. K frakcionaci vyuzili extrak¢ni Cinidla
o ruznych pH. Vzorek HK izolovany ze zvétralého uhli frakcionovali touto metodou do sedmi
frakci o hodnotach pH 3-10 pouzitim NaOH a HCI. Frakce o pH 3 me¢la nizky vytézek
anebyla dale charakterizovana. K fyzikalné-chemické charakterizaci vyuzili metod
elementarni analyzy, UV/Vis spektrometrie, FTIR a "*C NMR. Vysledkem studie bylo
zjisténi, ze vice jak 90 % HK bylo extrahovano v hodnotach pH extrakéniho roztoku 3-7. Ve
zminénych frakcich byl obsah aromatického uhliku vétsi jak 80 %, coz poukazuje na to, ze
frakce maji strukturu charakteristickou vy$§i mirou kondenzace a vys$si molekulovou
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hmotnosti. Celkova koncentrace kyselych a karboxylovych skupin se snizovala s rostoucim
pH. Nejvyssi aromaticita byla pozorovana v piipadé frakci ziskanych z extrak¢nich roztokt
okolo neutralniho pH (6-7) a zaroven tyto frakce byly hojnéjsi na funkéni skupiny s vy§S§im
pomérem nepolarniho aromatického uhliku a karbonylového uhliku. Zato frakce z roztoka
o pH 3—4 mély relativné niz§i aromaticitu, ale vyssi obsah protonovaného uhliku.

Klucakova charakterizovala huminové frakce HK izolované z lignitu, které byly ziskany
extrakénimi Cinidly o rizném pH s vyuzitim pufri dvéma riznymi zpisoby. Prvni ze zpisobt
byla extrakce frakce rozpusténim v pufrech upravenych na rizné pH (4-12) a druhy byla
extrakce naslednym rozpusténim v pufrech se zvySujicimi se hodnotami pH (sekvencni
rozpoustéci metoda). Frakce byly charakterizovany pomoci elementarni analyzy a dale byl
u nich zjistén obsah karboxylovych skupin pomoci standardni acetdtové metody. Bylo
zjisténo, ze vSechny frakce byly bohaté na karboxylové funkéni skupiny. ZvySovani pH
zpusobilo snizeni sily a disociaéni schopnosti funk¢nich skupin v extrahovanych frakcich
[85].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie

e huminova kyselina izolovana z ptirodniho vzorku Leonarditu (Afsin, Kahramanmaras,
Turecko);

e chloroform p.a. stabilizovany amylenem, vyrobce Lachner;

o cthylester kys. octové p.a., vyrobce Penta;

e aceton p.a., vyrobce Penta;

e acetonitril p.a., vyrobce Penta;

e n-propanol p.a., vyrobce Penta a Lachner;

e methanol p.a., vyrobce Penta;

e ultra Cista voda (Milli-Q);

e dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, vyrobce Sigma Aldrich;

e hydrogen fosforecnan sodny, vyrobce Sigma Aldrich

e hydroxid sodny (mikro-granule) p.a., vyrobce Penta .

3.2 Pouzité pristroje
e Hitachi U3900H — UV/Vis spektrometrie;
e Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc. — FTIR spektrometrie;
e TGA Q5000 TA Instruments — termicka analyza;
e Fluorescencni spektrometr (steady-state) Edinburgh Instruments FS5;
e CHNS/O EuroVector EA3000 — elementarni analyzator;
e Metrohm Titrando — automaticky titrator.

3.3 Sekvenéni frakcionace HK

Bylo navazeno 3,5 gramt homogenizovaného vzorku HK do celul6zové patrony. Patrona byla
utésnéna vatou avlozena do Soxhletova pfistroje (Obrazek 20) po dobu 48-120 hodin.
Vzorek byl v pfistroji promyvan organickym rozpoustédlem po dobu, po kterou dochéazelo
k zabarveni rozpoustédla extrahovanou frakci. Rozpoustédlo bylo nésledné odpafeno na
vakuové odparce. Pred pouzitim dal§iho rozpoustédla byla ponechéna patrona k vyschnuti
a Soxhletiv pfistroj byl vymyt. Byla vyuzita organicka rozpoustédla se zvySujici se polaritou.
Eluotropni tada pouzitych organickych rozpoustédel s nékterymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi je popsana v Tabulce 4.

Ze vzorku HK bylo timto zptisobem extrahovano Sest organickych frakci a zbylé HK po
extrakci, které byly dale podrobeny fyzikalné-chemické charakterizaci.
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Tabulka 5: Prichledova tabulka nazvu frakci
a pouzitého organického rozpoustédla.

nazev organické rozpoustédlo
Frakce 1 (CHF1) chloroform
Frakce 2 (EAC2) ethylacetat
Frakce 3 (ACE3) aceton
Frakce 4 (ACN4) acetonitril
Frakce 5 (PROS) n-propanol
Frakce 6 (MET6) methanol

3.4 FTIR spektrometrie

K identifikaci funkcnich skupin a strukturnich jednotek ve vzorcich byla pouzita infradervena
spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) a jeji metoda zeslabeného totalniho odrazu
(ATR — Attenuated Total Reflection)

Spektra frakci byla méfena na ATR krystalu (diamant) na spektrometru Nicolet iS50.
Kapka rozpusténé frakce (kapalny vytézek frakcionace) byla prevedena na ATR krystal a po
odpaieni rozpoustédla se zméfilo ATR spektrum v rozmezi 4000—400 cm™' se spektralnim
rozliSeni 4 cm™! a celkovym po&tem akumulovanych scan® 128.

3.5 Elementarni analyza

Elementarni slozeni vzorku HK, organickych frakci a HK po extrakci bylo zjiS§téno pomoci
CHNS/O EA3000 analyzatoru. Pfiblizné 0,5-1 mg vzorku bylo zabaleno do cinové kapsule
(Obrazek 21) a spaleno v atmosfére kysliku pfi pracovni teploté reaktoru 980 °C. Kalibrace
byla provedena standardni latkou p-aminobenzensulfoamidem. Vyhodnoceni, sestavajici se ze
tfi opakovani, bylo realizovano pomoci programu Callidus™ 5.1. Ziskané elementarni slozeni
bylo prepocteno na atomova procenta (at. %).

Vzorky byly také termogravimetricky analyzovany pomoci pfistroje TGA Q5000, z divodu
stanoveni nespalitelného podilu tj. popela a vzdu$né vlhkosti, nasledné byly pouzity pro
dopocitani obsahu kysliku ve vzorcich. Bylo navazeno ~ 5 mg vzorku na platinovou panvicku
a nasledné spaleno z laboratorni teploty na teplotu 800 °C v atmosféie vzduchu s pritokem
50 ml'min~! s krokem zvySovani teploty 10 °C-min~'. Ze ziskanych dat byl uréen obsah
nespalitelného podilu (popel a celkova vlhkost ve vzorcich).

3.6 UV/Vis spektrometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV/Vis) byla pouzita
k priméarni charakterizaci HK, organickych frakci a HK po extrakci. Byly vybrany absorpéni
koeficienty Es/Es, E»/Es, Eo/E;, Alog K, Eer/Es., které jsou definovany jako pomeéry
absorbanci pfi vhodné zvolenych vinovych délkach. K tomuto ucelu byl vyuzit spektrometr
Hitachi U-3900H.

Pro urCeni absorpcnich koeficienti E«Es a Alog K byly pouzity roztoky vzorka
o koncentraci 50 mg-dm™>. Roztoky byly pfipraveny ze zasobniho roztoku o koncentraci
100 mg-dm~ vzniklého rozpusténim ~ 0,5 mg vzorku v 0,01M NaOH v 5 ml odmérné baice.
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Nasledné bylo kvantitativné pieneseno 2,5 ml rozpusténého vzorku do 25 ml odmérné banky
a doplnéno po rysku standardnim fosfatovym pufrem o hodnoté pH 7, smési NaHPOs
a NaH,PO42H>0 v poméru 1:1,79.

V piipade koeficientt Eo/Es, E»/E3, Eet/Ew, byly pouzity roztoky vzorkli o koncentraci
10 mg-dm™. Roztoky vzorkl byly pfipraveny ze stejného zasobniho roztoku, pouZitého pro
pfipravu roztoki o koncentraci 50 mg-dm™.

Pripravené roztoky vzorki byly zmeéfeny na UV/Vis spektrometru Hitachi U3900H
v rozmezi vinovych délek 200-700 nm v kiemenné kyveté s optickou drahou 1 cm.

Absorpéni koeficient E«/Es, ktery je téz znam jako tzv. humifikacni index, byl ziskan jako
pomeér absorbanci pii vlnovych délkach 465 a 665 nm. Hodnota humifika¢niho indexu klesa
s molekulovou hmotnosti HL a je zavisla na pH roztoku [86]. Vypovida rovnéz o stupni
kondenzace aromatickych jader ve struktufe HL. Vzhledem k ¢asto velmi nizké absorbanci pfi
665 nm je humifikani index zatizen znaCnou chybou a je nahrazovan ekvivalentnim
absorpcnim koeficientem E»/E4definovanym jako pomér absorbanci pii vinovych délkach 265
a 465 nm [87; 88].

Absorpéni koeficient Alog K byl ziskan jako rozdil dekadickych logaritmt absorbanci pfi
vinovych délkach 400 a 600 nm a rozdéluje pidni HK na tfi typy: A, B a Rp. Tento koeficient
je také v dobré shod¢ s koeficientem E4/E¢ [88; 89].

Pudni HK typu A je charakteristickd vysokym stupném humifikace (Alog K < 0,6). Tato
skupina HK je vysoce stabilni vi¢i mineralizaci, ma vysokou molekulovou hmotnost
a obsahuje vice aromatickych struktur, prevazné polyfenolové a chinoidni struktury.

Typ B ptedstavuje HK s hodnotou Alog K v rozmezi 0,6-0,8. HK jsou charakteristické
niz§im stupném humifikace a molekulovou hmotnosti.

Typ Rp je skupina HK s hodnotou Alog K > 0,8. HK v této skupiné jsou labiln&jsi vici
mineralizaci, maji nejniz§i molekulovou hmotnost ze dvou vySe zminénych typa a vysoky
obsah alifatickych funkénich skupin (-CHs, -CH>— a -CH=).

S molekulovou hmotnosti HL. a se stupném aromaticity je spojen absorpcni koeficient E2/E3
ziskany jako A2s4 nm/A410 nm. Obecné plati, ze s klesajici hodnotou koeficientu roste aromaticita
a molekulova hmotnost HL [90; 91].

Poslednim z absorp¢nich koeficientd vyuzitych v této praci je Egr/E,. Vychazi z poméru
absorbanci pfi 253 nm a 203 nm. Absorbance pii 203 nm je vSak nepfiznivé ovlivnéna
moznou pritomnosti dusi¢nanovych anionti ve vzorku HL, a proto je nahrazen pomérem
absorbanci pfi 253 nm a 220 nm, ktery koreluje s pivodné vypocitanym koeficientem. Tento
absorpcni koeficient specifikuje pfitomnost polarnich substituenti na aromatickém jadie
a poskytuje tedy informace o typu téchto substituentii. Pokud je ve struktufe zapojeno vice
alifatickych substituentt, tak se hodnota absorpéniho koeficientu snizuje. Vys$i obsah
polarnich skupin jako jsou —OH, -COOH, —C=0 ¢i —-O- vede ke zvySeni absorbance pfi
253 nm a zvySeni hodnoty koeficientu [92].

43



3.7 Fluorescen¢ni spektrometrie

Fluorescencni spektra byla ziskdna pomoci ustadlené (steady-state) fluorescencni
spektrometrie. Organické frakce, HK a residudlni HK po extrakci byly zméfeny pomoci
steady-state fluorescencniho spektrometru Edinburg Instruments FS5®. Byla nastavena §itka
Stérbin excita¢niho a emisniho monochrométoru na 4 nm a byla pouzita kiemenna kyveta pro
fluorescencni spektrometrii s optickou drahou 1 cm. Fluorescencni spektra byla zméfena
v rozsahu vlinovych délek 300-600 nm pfi konstantni vinové délce excitacniho zafeni 360 nm.
Vzorky byly pfipraveny stejné jako v podkapitole 3.6. Excitaéni spektra byla zméfena na
steady-state fluorescenéniho spektrometru Edinburg Instruments FS5® v rozsahu vlnovych
délek 380-600 nm.

K charakterizaci HL lze vyuzit tzv. fluorescencnich koeficientii, ziskané jako poméry
intenzit fluorescence, pfipadné jako plochy pod kiivkou pii vhodné zvolenych vlnovych
délkach emise. Pro tuto praci byly vybrany fluorescenéni koeficienty FI, BIX, HIX a Milori
index.

Fluorescenc¢ni index (FI) byl ziskan z emisnich spekter vzorkti jako pomér intenzit
fluorescence pii vinovych délkach emise 450 a 500 nm. Tyto emisni fluorescencni spektra
byla méfena v rozsahu vinovych délek 390-600 nm pii konstantni vinové délce excitacniho
zateni 370 nm. Hodnota tohoto koeficientu vypovida o puvodu HL. Huminové latky
pochézejici z terestrialnich piirodnich matric maji hodnoty koeficientu nizké (ptiblizné 0,2—
1,4), zatimco pro FK a neékteré HK, vzniklé na zakladé mikrobiologické aktivity vodni flory,
jsou charakteristické hodnoty FI > 1,9 [93].

Fluorescenéni koeficient BIX je definovan jako pomér intenzit fluorescence pii emisnich
vinovych délkach 380 a 430 nm. Hodnoty vinovych délek byly odecteny z fluorescencniho
spektra roztoki vzorkii zméfenych vrozmezi vlnovych délek emise 330-600 nm pfi
konstantni vlnové délce budiciho zareni 310 nm. Nizsi hodnotou tohoto koeficientu (< 0,8)
jsou charakteristické HL izolované z terestrialnich, pfipadné kaustobiolitickych pfirodnich
matric, a vypovida o jejich alochtonnim pivodu. Vyssi hodnota znaci autochtonni ptivod HL,
které vznikly biologickou aktivitou mikroorganismu [94].

Fluorescen¢ni koeficient podle Zsolnaye (HIX) byl ziskan z poméru ploch emisniho
spektra vzorku, kde pfislusné plochy A1 a A4 jsou vypocteny jako plosné integraly v rozmezi
vlnovych délek 435-480 nm (plocha A4) a 300-345 nm (plocha Aj). Za timto ucelem byla
zméfena fluorescencni spektra vzorkll v rozmezi vinovych délek emise 280-600 nm pfi
konstantni vinové délce budiciho zafeni 254 nm. Tento fluorescencni koeficient je citlivy
k pfitomnosti aromatickych jader a poskytuje tak informace o stupni humifikace HL. ZvySeni
obsahu aromatickych jader vede ke zvySeni intenzity fluorescence v ploSe A4 a tim 1 ke
zvySeni indexu HIX. Huminové latky izolované =z terestrialnich ¢i kaustobiolitickych
ptirodnich matric maji vysoké hodnoty HIX (> 5), HL z pfirodnich vod nizsi (< 5) [95].

Podobnym zptisobem byl ziskan i Milori Index, definovany jako plosny integral pod
celym emisnim spektrem vzorku. Fluorescencni spektra vzorkd byla zmeéfena v rozsahu
vlnovych délek 460-650 nm pifi konstantnim excitanim zafeni 400 nm. Obecné lze
konstatovat, ze s rostouci hodnotou Milori Indexu roste stupent humifikace HL [96].
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3.8 Stanoveni celkové, karboxylatové a fenolické kyselosti

Pro stanoveni celkové kyselosti 1ze vyuzit bud’ pfimou ¢i zpétnou titraci. V této praci byla
vyuzita zpétna titrace, pomoci které byla stanovena celkova kyselost (Rovnice 16) a néasledné
byla ziskana karboxylatova kyselost (Rovnice 17) vyuzitim karboxylatové titrace. Fenolicka
kyselost byla nasledné dopocitana jako rozdil celkové a karboxylatové kyselosti (Rovnice 18).

cyc mol - dm™3] - AVy¢, [dm3]
Ng+ = (16)
celkova my, [g]

_ Cnaon [mol-dm™] - AVygoy [dm®]

= 17
nH;arboxyl. my, [g] (a7)

ny+ =MNy+ — Ny+
ernol. l'Icelkové\ l'Ikarboxyl. ( 1 8)

Zpétnd titrace (celkova kyselost)

Navazka 100 mg HK byla rozpusténa v 100 cm® 0,01M NaOH a michana po dobu 24 hodin
na magnetické michacce. Posléze byl vzorek titrovan 0,05M HCI s pridavkem 0,1 ml-min™".

Titrace byla ukond&ena, kdyZ dosahl finalni objem kyseliny tzn. titraéniho &inidla 60 cm®.

Karboxyldtova titrace

Navazka 50 mg vzorku byla kvantitativné pfevedena do 40 cm® roztoku octanu vapenatého
o koncentraci 0,5 mol-dm™ a 10 cm® destilované vody. Smichanim 40 cm® octanu vapenatého
a 60 cm® destilované vody vznikl slepy vzorek. Slepy i stanovovany vzorek byly michany
24 hodin na magnetické michaCce a nasledujici den prefiltrovany pies papirovy filtracni papir
do 100 cm® odmérné batiky a doplnény destilovanou vodou po rysku. Vzorky byly titrovany
0,1M NaOH s pridavkem 1 ml-min~!, titrace byla ukoncena po konecném piidavku 10 ml
titracniho c¢inidla.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Sekvené¢ni frakcionace, vytézek

Frakcionaci vzorku huminové kyseliny bylo extrahovano Sest frakci. Prvni frakce,
extrahovand methanolem, jako jedina z frakci méla jen velmi slabé nazloutlou barvu a jako
jedina nebyla sypka. Dle literatury [56] je zbarveni a konzistence zptsobena sloZzenim frakce.
Frakce, dle uvedeného zdroje, obsahuje zejména lipidické slozky, které jsou bezbarvé az slabé
nazloutlé, a je mozné je extrahovat z HK pomoci nepolarniho rozpoustédla. Zmeéna zbarveni
u jednotlivych frakci je viditelnd na Obrazku 22.

Vytézek frakci ziskané frakcionaci HK jsou uvedené v Tabulce 7. Vytézek vztazeny
k ptvodni navazce HK se pohyboval v rozmezi 0,36-30,92 hm. %. Nejvice bylo ziskano
frakce ACE3 a PRO5 (26,18 hm. % a 30,92 hm. %), naopak nejméné v pripadé frakci
izolovanych chloroformem a acetonitrilem (0,36 hm. % a 0,83 hm. %). Lze usoudit, ze
nejvice se extrahovaly polarni ¢asti organické matrice, coz lze mimo jiné vyvodit i z jejiho
ptirozeného obsahu kyslikatych funkcnich skupin jako jsou fenolické, karboxylové c¢i
karbonylové skupiny. Residualni HK po frakcionaci tvofila pfiblizn€ tietinu z celkové
ptvodni hmotnosti HK (32,03 hm. %). Tento pomérné velky podil z celkového vytézku ma
mozné vysvétleni, ze pouzity extrakéni postup extrahuje z organické matrice prevazné volné
organické slouCeniny a slabé vazané molekuly.

4.2 FElementarni analyza a kyselost

Obsah biogennich prvka HK pred extrakei, organickych frakci a HK po extrakci popisuje
Tabulka 6 a je uveden v atomovych procentech, které nepodhodnocuji podil vodiku jako
v piipadé hmotnostnich procent. VSechny vzorky jsou tvorené prevazné uhlikem, vodikem,
kyslikem, v mensi mife dusikem a v nekterych pfipadech 1 sirou. GC kolona pouzitd v této
diplomové praci umoziuje stanoveni siry pii koncentraci > 0,5 hm. % a proto nebyla
v nékterych vzorcich detekovana. Rozsah obsahu uhliku v jednotlivych frakcich se pohyboval
v rozmezi hodnot 20,56-38,97 at. %, obsah vodiku byl v rozsahu 47,50-78,57 at. %, obsah
dusiku 0,45-2,34 at. % a obsah kysliku 0,43—13,03 at. %. Sira byla detektovana jen v ACN4,
PROS5 a MET6 frakcich v rozsahu hodnot 0,30-0,39. V CHF1 byl naméfen nejnizsi obsah C,
N, O anejvyssi obsah H ze vSech frakci. Obsah elementarniho uhliku a dusiku ve frakcich
stoupa se zvysujici se polaritou organického rozpoustédla, zatimco obsah dusiku a siry klesa.
Nejvétsi obsah uhliku ze vSech frakci byl naméfen ve frakci PROS, ktera byla extrahovana
n-propanolem. HK pfed extrakci obsahovala mén€ atomarniho uhliku a dusiku avice
atomarniho vodiku nez HK po extrakci.
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Tabulka 6: Elementami slozeni HK pted extrakei, HK po extrakci a Sesti organickych frakei,
obsah popela a vlhkosti a atomové poméry.

C H N S (0] H/C O/C N/C

(at. %)
HKprea  34,83+0,54 53,14+0,55 1,10+0,08 nd' 10,94 1,53 0,31 0,03
HK,, 36,96+0,26 50,19+1,10 1,27 £0,06 nd' 11,58 1,36 0,31 0,03
CHF1 20,56 £0,08 78,57+0,87 0,45+0,05 nd' 043 3,82 0,02 0,02
EAC2 31,07+0,28 59,54 +0,44 0,71 +0,02 nd' 8,68 1,92 0,28 0,02
ACE3  32,99+0,01 54,52+0,62 0,94 +0,03 nd' 11,55 1,65 0,35 0,03

ACN4  33,74+0,08 52,12+0,50 2,34+0,07 0,39+0,01 11,41 1,54 0,34 0,07
PROS5 38,97+0,30 47,50+3,75 1,34+0,05 034=+0,01 11,85 1,22 0,30 0,03
MET6 32,38 +0,07 52,60+1,08 1,68 +0,13 0,30+0,01 13,03 1,62 0,40 0,05

"nebylo detekovano, obsah elementarni siry ve vzorku byl pod 0.5 hm. %.

Atomové poméry jsou Casto vyuzivané pro zakladni rozliSeni hlavni struktury analyzo-
vaného vzorku. Miru alifaticity popisuje atomovy podil H/C. Atomovy pomér H/C
izolovanych frakci se pohyboval vrozmezi 1,22-3,82. Frakce CHF1 mé¢la tento pomér
nejvyssi, coz znaci jeji vyssi miru alifaticity a obsah sloucenin s dlouhymi uhlikovymi fetézci
jako jsou mastné kyseliny a jejich estery. Nizs§i atomovy pomér naopak znali, ze frakce
obsahuje slouCeniny vyznacujici se vys§i mirou aromaticity. Lze pozorovat snizeni
atomového poméru H/C v pfipadé HK po extrakci v porovnani s pivodni HK. Extrakci doslo
k odtrzeni dlouhych alifatickych fetézci (ziejmé CHF1), coz mélo za nasledek zvySeni
aromaticity HK po extrakci.

Dal$im ze zakladnich strukturnich ukazatel je atomovy pomér O/C, ktery reflektuje
mnozstvi kyslikatych funk¢nich skupin, mezi které fadime napt. karboxylové, —OH fenolické
a karbonylové funkéni skupiny. Atomovy pomér O/C izolovanych frakci se pohyboval
v rozmezi 0,02-0,40. Vys$§i hodnota atomového poméru O/C znaci, ze frakce obsahuje vétsi
mnozstvi kyslik obsahujicich funk¢nich skupin. Tento atomovy pomér nabyval nejvyssi
hodnoty v ptipadé frakci izolovanych pomoci acetonitrilu (ACE3) a methanolu (MET®6), které
maji zaroven 1 relativné vysoky atomovy pomér H/C. Z toho lze usuzovat, ze jsou v téchto
frakcich ptitomny kyslikem vazané alkylové skupiny, jako jsou alkylové ethery a estery
pochazejici z ligninu a/nebo z polysacharidovych zbytkt, coz je v dobré shodé s vysledky
FTIR spektrometrie.

Poslednim z atomovych poméru je pomér N/C. Hodnoty tohoto poméru se vyznamné
nelisily od pivodni HK. Nejnizsi hodnoty nabyvala v pfipadé CHF1 a EAC2, tedy ve frakcich
s pouzitim nejméné polarnich organickych rozpoustédel. Naopak nejvys§i hodnota byla
vypoctena v pfipadé frakci ACN4 a MET6. Vzhledem ktomu, ze tyto frakce jsou
charakteristické 1 vysokym obsahem kysliku, 1ze predpokladat, ze dusik je v téchto frakcich
obsazen ve formé& amidovych skupin ve slouceninach podobnych proteinim.

Termogravimetricky stanovena vlhkost (Tabulka 7) se pohybovala ve frakcich v rozmezi
0,32-9,06 hm. %. Rozdil mezi HK pfed a po extrakci neni vyznamny. VyS$§i vlhkost je
pravdépodobné zplusobena vys$§im obsahem polarnich funkénich skupin, které sorbuji
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vzdusnou vlhkost na povrchu vzorku. V ptipade obsahu vlhkosti ve frakcich lze pozorovat, ze
se zvySujici se polaritou rozpoustédla se zvySuje 1 obsah polarnich funkcnich skupin, coz
koreluje i s vypoctenym koeficientem O/C. V piipadé MET6 mizeme povazovat obsah téchto
skupin na uroven obsahu v HK. Obsah nespalitelného podilu (Tabulka 7) odrazi cistotu
analyzovaného vzorku a je vazan na pouzité purifikacni kroky. Vysledna hodnota popela HK
vyuzité v této praci je na velmi nizké urovni, coz znaci jeji vysokou Cistotu. Frakce ACN4
a MET6 obsahuji relativné velké mnozstvi anorganickych nespalitelnych zbytka.

Tabulka 7: Vytézek frakcionace, mnozstvi
popele a vlhkosti v hm. %.

vytézek  popel  vlhkost

HKpted - 1,07 7,48
HKo 32,07 1,42 7,34
CHF1 0,36 0,04 0,32
EAC2 7,43 0,27 2,81
ACE3 26,18 0,94 6,90
ACN4 0,83 6,84 4,06
PROS5 30,92 1,38 5,16
MET6 2,22 10,59 9,06

Huminové latky jsou charakteristické pfitomnosti funk¢nich skupin, které obsahuji kyselé
protony, mezi které tfadime karboxylové kyseliny, fenoly a aminy. Vysledné hodnoty
kyselosti jsou vyznaceny v Tabulce 8 a titracni kiivky na Obrazku 21 a Obrazku 22. Z vysled-
kG 1ze pozorovat, ze vyznamny podil na kyselosti maji fenolické funk¢ni skupiny a po
extrakci se jejich vliv vyznamné zvysil, zatimco podil karboxylovych funkénich skupin se
snizil.

Tabulka 8: Kyselost HK pied a po extrakci v mmol-g .

Vzorek Celkova Karboxylatova Fenolicka
HK pred ext. 7,40 2,27 5,13
HK po ext. 10,40 1,56 8,84
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4.3 Strukturni analyza
4.3.1 UV/Vis spektrometrie

Na Obrazku 16 (a,b) jsou znazornéna spektra izolovanych frakci a HK po extrakci. Absor-
bance UV/Vis spekter se stoupajici vinovou délkou klesala. VSechny ziskané organické frakce
vyrazné absorbovaly v UV Casti spektra, coz znaci, ze velka Cast chromofora zahrnuje
aromatické kruhy sriznym stupném a typem substituentd [92]. Mezi mozné strukturni
jednotky muzeme fadit latky, jako jsou monosubstituované a polysubstituované fenolické
slouCeniny derivované ze zbytku ligninu, taninu a hydroxy- nebo polyhydroxy- kumarint atd.,
a ruzné monoaromatické a/nebo polyaromatické kyseliny [97]. Ve zméfenych UV/Vis
spektrech o vinové délce 400—700 nm (Obrazek 16b) nejsou zadnéa pozorovatelna maxima ¢i
minima a jejich prubéh je kvaziexponencialni. Absorp¢ni kiivka prvnich tii frakci (CHFI,
EAC2, ACE3) ma vétsi sklon nez ostatni frakce. V pfipadé spekter vzorkti o vinové délce
200—400 nm (Obrazek 16a) lze pozorovat vyrazné rameno pii vinové délce ~210 nm. Frakce
CHF1 vykazovala odli$ny pribéh nez ostatni frakce, jeji prabéh byl kvaziexponencialni oproti
viceméné linearnimu prubé&hu ostatnich frakci. Ve spektrech ACN4, HK po extrakci, ale také
v PRO5 lze pozorovat odlisny prabéh od ostatnich. Jsou viditelna dvé ramena
s maximem/minimem pii 222/240 nm, coz se projevilo na vypoctenych absorpcnich
koeficientech. Mimo jiné vyskyt ramene v oblasti 240-290 nm je spojovan s vyskytem
aromatickych a nenasycenych vazeb (konjugace v chinonech a ketonech). Vyrazné rameno
v pfipadé ACN4 znaci vyskyt chinond a konjugovanych ketond, coz koreluje s daty v FTIR
spektrech.

a)
—— CHFI )
ACE3 —EAC2
— ACN4 — ACE3
PROS — ACN4
— MET6 PROS5
—— MET6

HK po Extr.
HK po Extr.

Normalizovana absorbance (a.u.)

200 240 280 320 360 400 400 440 480 520 560 600 640 680

Vinova délka (nm)
Obrazek 16: UV/VIS spektra frakci a HK po extrakei; zavislost normalizované absorbance na vinové
délce — a) o koncentraci 10 mg/L, b) o koncentraci 50 mg/L.

Absorpéni  koeficienty byly jejich autory utvofeny na zakladé riznych metod
a predpokladi. Koeficienty Eet/Er,a E»/E3 maji oporu v kvantové mechanice. Prvni z nich je
definovan jako podil absorbanci, které koresponduji s elektronovymi piechody v benzenu,
konkrétn€ pfi 253 nm substituenty na benzenovém jadie a pfi 203 nm benzenoidnimi
strukturami [92]. Koeficient E»/E3 koresponduje s it~ prechody v aromatickych strukturach
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(250 nm) a s vinovou délkou pii 465 nm, ktera je obecné spojovana s barevnosti [91]. Ostatni
koeficienty jsou zalozené pouze na korelaci sjinymi analytickymi metodami jako je
ultrafiltrace ¢i SEC a je znacné ovlivnéna experimentalnimi podminkami.

Vypoctené absorpcni koeficienty jsou uvedené v Tabulce 8. Absorp¢ni koeficient Egr/Eg,
vypovida o mife substituce aromatickych struktur kyslikatymi funkénimi skupinami, jako jsou
karboxylové a hlavné —OH fenolické, ptipadné C=0 ¢i —OR [92]. Hodnoty koeficientu se
pohybovaly v rozmezi 0,56-0,86. S vyjimkou frakci izolovanych v 1. a 4. kroku maji frakce
hodnotu koeficientu blizkou hodnoté nefrakciované HK (0,87). Frakce pravdépodobné sdili
podobné substituenty na aromatické jadie s HK. Naopak prvni a ¢tvrta frakce ma vice
alifatickych skupin v porovnani s HK. Nejmensi koeficient byl vypocten pro frakci CHFI,
znacici vy$si obsah alifatickych substituenti na aromatickych konstitu¢nich jednotkach, ktera
tedy bude charakteristicka vysSim obsahem aryl-esterovych a etherovych funk¢nich skupin.
Tyto funkéni skupiny jsou mimo jiné potvrzeny pfitomnosti absorpéniho pasu pii 1730 cm™
v IR spektru.

Absorpéni koeficient E4/Es reflektuje miru kondenzace aromatickych jader a primérnou
molekulovou hmotnost HL rizného pavodu [87]. Jeho hodnota byla vypoctena v rozmezi
4,83-14,46. Lze pozorovat trend, kdy s rostouci polaritou klesd hodnota koeficientu. Nejnizsi
koeficient byl zméfen v piipadé extrakce nepolarnim rozpoustédlem (CHF1), coz znaci
vysokou molekulovou hmotnost a vyssi miru kondenzace aromatickych jader. Je vSak nutné
brat na védomi, ze absorpce pii vinové délce 665 nm byla v pfipad€ prvnich tii frakci velmi
nizka a samotny vypocet mize byt zatizen chybou.

Podobnou informaci jako koeficient E4/FEs, poskytuje i koeficient E»/Es. Koeficient nabyval
hodnot od 6,00-11,90 a vykazoval klesajici trend se zvySujici se polaritou rozpoustédla,
s vyjimkou frakce extrahované nepolarnim rozpoustédlem. Nejnizsi hodnota koeficientu byla
naméfena v pripadé HK po extrakci naznacujici, ze polarni organicka rozpoustédla preferuji
extrakci méné€ aromatickych organickych ¢asti HK s nizs§i molekulovou hmotnosti. Je nutné
vzit na povazenou, ze frakce obsahuji rizné mnozstvi kyslikatych funkénich skupin.
Koeficient se zvySuje spolecné se specifickou absorpci —C=0 skupin [87], a proto nelze
s jistotou pouzit tento koeficient jako ukazatel aromaticity a stfedni molekulové hmotnosti.

Koeficient E»/E3 se snizuje s klesajici aromaticitou a/nebo s rostouci velikosti molekul
(molekulovou hmotnosti). Jeho hodnoty se pohybovaly v uz§im rozmezi od 2,70-4,11, coz
znadi i uzsi distribuci stfedni molekulové hmotnosti M,, frakci. Lze pozorovat trend, Ze se
zvySujici se polaritou rozpoustédla se snizuje stiedni molekulova hmotnost frakci a zvySuje
jejich aromaticita.

Pouzita huminova kyselina se fadi do skupiny Rp (> 0,80) dle vypocteného Alog K, to
znamena, ze obsahovala vétSi mnozstvi alifatickych fetézcli (v porovnani s ostatnimi typy)
atedy 1 niz8§i miru humifikace. Nejniz§i hodnoty dosahovala HK po extrakci, coz potvrzuje
odtrzeni dlouhych alifatickych fetézc. Nicméné musime mit na paméti, ze tento absorp¢ni
koeficient byl piivodné navrzen ke kvalitativni analyze padnich HL [89].
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Tabulka 9: Vypoctené absorpéni koeficienty Eer/EBZ, E>/Es, E>/Es, Es/Es a parametr Alog K
extrahovanych frakci a HK pfed a po extrakci a pomér Ia/Icoon a Icuo/Icns extrahovanych frakei.

Frakce HK,iq« HK,, CHF1 EAC2 ACE3 ACN4 PROS MET6

Ex/EBZ 0,87 0,77 0,56 0,83 0,84 0,75 0,81 0,86
EJEs 7,75 529 4383 1446 1233 11,74 7,53 8,21
EJE: 682 541 600 15,18 10,20 8,09 6,58 6,37
EJEs 2776 244 381 4,11 3,31 3,13 2,70 2,69

AlogK 085 0,67 0,81 1,12 1,00 0,92 0,79 0,80

Indlcoon - - 022 0,59 0,61 1,24 0,82 1,53

Icno/lens - 312 1,11 0,98 1,10 0,97 0,93

4.3.2 Infracervena spektrometrie

K zakladnimu screeningu, tzn. identifikaci funkCnich skupin a strukturnich jednotek ve
skeletu HL, byla pouzita infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR),
respektive jeji metoda zeslabené Uplné reflektance (ATR). Touto zvolenou metodou se
predeslo deprotonaci ve vzorcich, resp. dekarboxylaci kyselych funkénich skupin
(karboxylové a fenolické skupiny), ke kterym by pravdépodobné dochazelo v piipadée
standardné pouzivané metody lisovani KBr tablety (transmisni metoda). Podle autora [98; 99]
dochazi pfi lisovani KBr tablety se vzorkem HL vlivem vysokych tlakii (p > 6 t-2) k iontové
vyméneé mezi vodikovymi kationty a kationty pouzité soli (KBr nebo NaCl) a naslednému
snizeni intenzity absorpéniho pasu v oblasti vlno&tu 17201700 cm™', ktery je
charakteristicky pro valenc¢ni symetrickou vibraci C=0 vazeb v karboxylovych funk¢nich
skupinach. Naméfena ATR spektra izolovanych frakci (Obrazek 17) byla normalizovana na
nejintenzivnéjsi absorpéni pas piitomny v extrahovanych frakcich, kterym byl pas
charakteristicky pro asymetrickou vibraci C—H vazeb v —CH> skupinach ve spektru CHF1.

Spektra vSech frakci sdilela podobné vlastnosti, avSak v nekterych absorpcnich oblastech se
nezanedbatelné liSila. Pro vétsi prehlednost charakterizace spekter jsou rozdéleny na skupiny
dle specifickych absorpcnich past. Prvni skupina se vénuje absorpénim pasum nalezicim
kyslik a siru obsahujicim funkénim skupinam:

Siroky absorpéni pas 3600-3100 cm™" s stiedem okolo 3250 cm™ je charakteristicky pro
O-H valen¢ni vibraci v riznych funkcnich skupinach (vcetné karboxylovych), které jsou mezi
sebou propojeny vodikovou vazbou. Tento pas byl pozorovan ve vSech spektrech frakci,
kromé& frakce izolované nepolarnim organickym rozpoustédlem (CHF1), ktery vykazoval
vyrazné niz§i intenzitu. Slaby pas pfi 1840 cm™ spole¢né s intenzivn&j$im ostrym pasem pfi
1770 cm™! odpovidaji vibracim karbonylovych funké&nich skupin v cyklickych anhydridech,
pfipadné v acetanhydridech. Zdaleka nejintenzivngjsi byly tyto pasy v pfipadé ACN4,
nezanedbatelné v piipadé EAC2 a ACE3. Ostry pas pii 1710 cm ™' nabyvajici riizné intenzity
je pfifazovan symetrické vibraci C=0 vazeb v karboxylovych skupinach. V ptipadé¢ CHF1 lze
pozorovat také pik pii 1730 cm™! charakteristicky pro vibraci karbonylové skupiny v esterech.
Siroké rameno s maximem okolo 2620 cm™' je pfisuzovano valen&ni vibraci O-H:+O
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v dimerech karboxylovych kyselin vazanych vodikovymi mustky [100]. Tento slaby pas,
dokazujici pritomnost protonovanych karboxylovych skupin, je pfitomen ve vSech frakcich
mimo CHF1, ale i ACE3 a MET6 (zadné maximum, klesajici trend). Neptitomnost tohoto
pasu v pripade tii zminénych frakci mize byt dan tim, Ze jsou tyto dimery redukovany jejich
Saste¢nou pfeménou na estery a karboxylaty. Maximum pii 1660 cm™! je charakteristické pro
valen¢ni vibraci C=0 skupin v sekundarnich amidech (amidy I) jako je peptidicka vazba
v proteinech, pfipadné i v chinonech ¢i konjugovanych ketonech vazanych vodikovou vazbou
ke skupiné —OH. Absorp¢ni skupina amidy I byva spojena s pfitomnosti absorpéniho pasu
skupiny amidy II (1570-1540 cm™'). Tyto pasy byly pozorovatelné pouze ve frakci ACN4,
aviak pas amidd II je piekryt absorpénim pasem pii 1600 cm™!. Slabé rameno pii 1385 +
5cm™! bylo pozorovatelné pouze ve spektru frakci ACN4 a MET6 a je charakteristické pro
deformacni vibraci v karboxylatech anebo —CH3 funk¢nich skupinach. Vzhledem k vysokému
obsahu popela v ACN4 (6,84 hm. %) av MET6 (10,59 hm. %) lze uvazovat také
o ptitomnosti chelatli kovli. Slaby absorpéni pas pozorovatelny pii vinové délce 1420 cm™
odpovida rovinné deformacni vibraci C—O-H v karboxylech. Pés je jasné viditelny v piipade
prvnich tfi frakci, v ostatnich tfech frakcich je tento pas piekryt absorpénimi pasy dalSich
kyslikatych funkénich skupin. Ostry absorpéni pas v oblasti 12301270 cm™ je piipisovan
valen¢ni vibraci C—O (fenolické OH) napf. v aryl-esterech a muze se CasteCné prekryvat
s intenzivnim pasem v oblasti 1234-1220 cm™' odpovidajici valenéni asymetrické vibraci C—
O a deformacni vibraci O-H vazeb v karboxylovych a fenolickych —OH skupinach. Druhy
zminény pas nebyl pozorovatelny v ptipadé frakce CHF1 a MET®6. V ptipadé CHF1 a MET6
to je zpusobené niz§im obsahem protonovanych karboxylovych skupin. Ve spektru ACN4 1ze
pozorovat pik pfi 1114 cm™! ktery je piipisovan bud’ vibraci C-O-C v alkyl esterech ¢&i —
OCN v kyanatech. Vzhledem k piitomnosti slabého absorp&niho pasu pii 2250 cm™! se spise
jedna o skupinu —OCN. Slaby absorpéni pas pfi vinové délce 1050 cm ™' je charakteristicky
pro C-O vibraci v primarnich alkoholech a je pozorovatelny v pripadé frakci PRO5 a METO6,
tedy frakci extrahovanych alkoholem. Pfitomnost tohoto péasu znali 1 vyS$§i mnozstvi
extrahovanych latek podobnych polysacharidim. Ve spektru ACN4 je, jako v jediné
zizolovanych frakci, lokalizovatelny ostry absorpéni pas pfi 2160 cm™' a doublet pfi
2032/2003 cm™' pfipisovany vibraci —~SCN v thiokyanatech, respektive vibraci —NCS
v isothiokyanatech. Oblast 700400 cm™! byla u vétsiny frakci malo ¢itelnd & byla malo
intenzivni. Zminit lze relativng intenzivni maximum pii 470 cm™! ve spektru ACN4, ktery je
charakteristicky pro valen¢ni vibraci S-S v polysulfidech. Polysulfidy se snadno homolyticky
Stépi a produkuji volné radikaly, které mohou reagovat s organickou hmotou za vzniku
organickych polysulfidi a/nebo thiolovych skupin. Sulfidové anionty jsou silné nukleofily
asnadno reaguji s organickymi funk¢nimi skupinami obsahujici atom uhliku s elektronovym
deficitem, obzvlasté pii vysokém pH [101]. Timto mechanismem mohlo dojit k nahrazeni
atomu kysliku atomem siry v kyanatanech ¢i isokyanatanech, které mohou byt obsazeny
v kaustobiolitech uhelného tady ( [72; 102]). Dle [103] mlze leonardit obsahovat také
thiofeny, polysulfidy, sulfoxidy, ale i elementarni siru. Identifikace skupin obsahujici siru je
vzhledem k jejimu nizkému obsahu ve vzorcich znaén€é omezena a jejich specificky absorpcni
pas je Casto prekryt intenzivnéjSim pasem jinych skupin.
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Druha skupina je vénovana absorpénim pasim popisujicich pfitomnost alifatickych Casti ve
struktufe izolovanych frakci. Absorpéni pas v oblasti 30002800 cm ™' je charakteristicky pro
alifatické retézce. Jejich pfitomnost je potvrzena pozorovatelnymi absorpcnimi pasy pii 2970—
2950 cm! a 2880 cm! pfipadajici asymetrické a symetrické valenéni vibraci C-H
v methylovych skupinach. Nejintenzivnéjsi pasy byly pozorovany v ptipadé PROS, ACE3
a CHF1. Ve frakci CHF1 je absorpéni pas pii 2950 cm™! &aste¢né piekryt vyrazné
1

intenzivnéj§im pasem pii 2920 cm . Absorpcni pasy ostatnich frakci byly slabsi intenzity.

Pro methylenové skupiny jsou specifické absorp&ni pasy pii 2930-2920 cm™! 2 2852 £2 cm™!
popisyjici symetrickou a asymetrickou valencni vibraci. NejvySsi intenzity dosahuji ve
frakcich CHF1 a EAC2, av§ak jsou nezanedbatelné 1 v pfipadé ostatnich frakci. Ve spektru
ACN4 lIze pozorovat slabé absorpéni pasy pii 2110 a 2250 cm™' nalezici vibracim trojné
vazby v mono- a disubstituovanych alkynech. Deformacni vibrace skupin —CH> a —CHj3 je
pozorovatelna pii 1460 cm™!' v rlizné intenzité, dominantni intenzity dosahuje v piipadé frakce
CHF1. Pii 1370 cm™! lze pozorovat absorpéni pas charakteristicky pro deformacéni vibraci
v methylovych skupinach. Zadné vyrazné maximum nebylo pozorovatelné v piipadé PROS,
coz je zpusobené piekryvem tohoto pasu ostatnimi skupinami. Ve spektru CHF1 si lze
povsimnout §irokého absorpéniho pasu s maximem kolem 1070 cm ™!, ktera je charakteristicka
pro valen¢ni vibraci C—C v alifatickych skupinach. Dlouhé alifatické fetézce ve frakci CHF1
lze potvrdit také pfitomnosti absorpéniho pasu pifi 720 cm™', ktery je popisovan jako
deformacni kyvadlova vibrace —(CH2)n-3. Lze tedy uvazovat, ze nepolarni organické
rozpoustédlo je nejucinnéjsi pro extrakci lipidickych struktur s dlouhymi fetézci z HK.
Spektrum ACN4 se vyznaduje i mnozstvim piku v oblasti 3500-3100 cm™!. Absorpéni pasy
pfi 3450 a 3205 cm™! jsou specifické pro valenéni vibrace N-H v primarnich, respektive
v sekundarnich aminech.

Obsahem tfeti skupiny jsou absorpcni pasy popisujici aromatické struktury. Absorpéni pas
pfi 1608 cm™' je charakteristicky pro symetrickou valenéni vibraci aromatického kruhu.
Frakce CHF1 v této oblasti se vyznacovala pouze velmi slabym ramenem a z toho vyplyvajici
nizkou aromaticitou. Oblast 870-750 cm™! je oblasti popisujici mimorovinné deformaéni
vibrace C—H vazeb. Pozice piku je specificka pro typ substituce na aromatech. Absorpéni pas
pfi 883 cm™!, pozorovany pouze ve spektru ACN4, je charakteristicky pro meta-substituované
aromatické jednotky. Naproti tomu absorpéni pas lokalizovany v oblasti okolo 818 (770) cm™!
je pripisovan para-disubstituovanym aromatickym slou¢enindm a byl pozorovatelny ve vSech
spekter kromé¢ CHF1. Obsah ortho-substituovanych aromatt je pripisovan vibraci C—H pfi
~840 cm™! vyrazné viditelny ve spektru ACN4 a EAC2. V oblasti 870-750 cm™' lze
pozorovat absorpcni pasy i v piipadé CHF1, které vzhledem k nizkému obsahu aromatickych
struktur, popisuji mimorovinnou valencni vibraci v laktonech ¢i vibraci C—Cl v zbytcich
rozpoustédla.

Byl vypo&ten pomér Ia/Icoon (pomér intenzity pti 1610 cm™! a 1710 cm™), ktery udava
semi-kvantitativni informaci o mnozstvi hlavni strukturnich skupin [104]. Nejmensi pomér
byl vypocitan v ptipadé frakce CHF1 (Tabulka 9), avSak vzhledem k nizké aromaticité je
pouzitelnost tohoto poméru v pripadé této frakce diskutabilni. Podobné lze uvazovat
i v pfipadé frakci ACN4 a MET6, ve kterych je obsah karboxylovych skupin vyznamné
zastoupen ve formé karboxylatd. V pfipadé ostatnich frakci lze pozorovat vzpestupny trend,
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Normalizovana absorbance (-)

N

tedy se zménSuje mnozstvi karboxylovych skupin EAC2 > ACE3 > PROS5. Podobnym
zpusobem lze semikvantitativné hodnotit alifatické strukturni jednotky pomoci poméru
Icwo/Icns (pomér intenzit pri 2920 cm™! a 2965 cm™'), ktery se vyuZiva pro odhad délky
a stupné vétveni alifatickych fetézct. Delsi a méné€ vétvené alifatické fetézce obsahuje frakce
CHF1, jejiz vypocteny faktor vyrazné prevysoval faktor ostatnich frakci (Tabulka 9).
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Obrazek 17: FTIR-ATR spektra organickych frakci HK; a) rozsah vinoétu 4000400 cm™ a b) rozsah
vlno&tu 900-400 cm™'.

4.3.3 Fluorescen¢ni spektrometrie

Emisni a excita¢ni spektra frakci a HK pfed a po extrakci jsou zobrazeny na Obrazku 18
a Obrazku 19. Obecné plati, ze emise v krat§ich vlnovych délkach je specifickd pro
jednoduché aromatické struktury a niz$i molekulové hmotnosti organickych strukturnich
jednotek. Naopak posun maxima fluorescence k vys$§Sim vinovym délkam poukazuje na
ptitomnost kondenzovanych aromatickych  strukturnich jednotek svy$§i mirou
substituce elektron-donornimi skupinami, jako jsou karbonyl obsahujici konstitu¢ni jednotky,
—OH, -OR, -NH atd. [105]. Emisni maximum v rozmezi 340-430 nm je spojovano
s pritomnosti tfi a/nebo Ctyf aromatickych jader na strukturni jednotky, pfipadné v oblasti
400-500 nm se Ctyt a vice aromatickych jader na strukturni jednotku. V ptipadé terestrialnich
HK mohou byt specificka maxima posunuta jest¢ do vysSich vlnovych délek a jsou
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interpretovany jako fluorofory derivované =z fytochlorinu (vedlejsi produkt degradace
chlorofylu) [106; 107].

Huminova kyselina obsahuje fluorofory typické pro kaustobiolity jako jsou lignit, leonardit
¢i raselina a pudni organicka hmota [108; 109]. Jak lze pozorovat na Obrazku 19, spektra byla
charakteristicka fluorescencnimi maximy pii 440 nm a 516/543 nm, které maji zpravidla
ptvod v tzv. a — humic-like fluoroforech. Dle [110] dochazi k bathochromnimu (Cervenému)
v dasledku pritomnosti vyssiho obsahu funk¢nich skupin — NH», C=0, —OH a —OR.
Hypsochromni posun je spojovan s pfitomnosti jednodusSich struktur s nizsim obsahem
aromatickych jader a alifatickych fetézci s konjugovanym systémem dvojnych vazeb.
Z téchto poznatkil 1ze vyvodit, ze extrakci frakci doslo ke zvySeni obsahu funk¢nich skupin
a snizena intenzita fluorescence je spojovana svySSim obsahem elektron-akceptornich
funk¢nich skupin —COOH v HK po extrakci, coz je ve shodé se zjiSténou kyselosti [105].
V této souvislosti pfichazi v uvahu i hypotéza, ze residualni HK je rovnéz charakterizovana
vy$Sim obsahem strukturnich jednotek s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Tento
zaver je v dobré shodé s vysledky UV/Vis spektrometrie, resp. absorpcnimi koeficienty.
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Obrazek 18: Excitac¢ni a emisni spektra HK pred a po extrakci.

V excitacnich a emisnich spektrech frakci (Obrazek 19) lze pozorovat vyrazné posuny
maxim, ale i intenzit fluorescence. Fluorescen¢ni maximum excitacniho spektra ACN4 bylo
témef totozné s pivodni HK a taktéz i maximum emisniho spektra. Nejodlisnéjsi prabéh
vykazovala spektra frakci CHF1 a EAC2. Mimo jiné lze pozorovat, ze se zvySujici se
polaritou organického rozpoustédla se posouva maximum emisniho spektra smérem k delSim
vlnovym délkam. V porovnani se spektrem HK se frakce CHF1 a EAC2 vyznacuji
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hypsochromnim posunem, a tedy niz§im obsahem aromatickych jader a alifatickych fetézct
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb a spise jednodussi strukturou.

Frakce CHF1 a EAC2 (frakce ACE3 a ACN4 slabé ramena) obsahovaly fluofor typu C,
ktery je typicky pro HL pochazejici zraseliny, pudy ¢i pfirodnich vod [111]. Tento typ
fluorescence byl pozorovan ve frakcich huminové kyseliny izolované z Leonarditu s nizkou
molekulovou hmotnosti [112]. Jiné studie fluofor spojuje s ptritomnosti derivatu fenolickych
kyselin a jinych substituovanych fenolickych jednotek pochazejicich z ligninu,
hydroxykumarinu a/nebo chinonu vzniklych rozkladem terestrialnich biomaterialu [110].
McKnight a kol. [93] ve své praci zabyvajici se spektrofluorometrickou charakterizaci DOM
vyhodnotili, ze C fluofor by mohl byt mikrobialniho pavodu. Ostatni frakce byly
charakteristické excita¢ni vinovou délkou vétsi jak 400 nm, kterd je oznacovana jako oblast
V nebo také o [113] a je charakteristicka pro lignit, raselinu a pady bohaté na humus. Obecné
plati, ze fluorescenéni maximum s emisni vinovou délku delsi jak 470 nm je spojovano spise
s prenosem elektronového naboje z oblasti specifické pro jeden druh molekuly na jinou ¢i
pfenosu zjednoho druhu molekuly na druhou nez sindividudlnim fluoforem [114].
Fluorescencni maxima v oblasti fluoroforu V frakci PRO5 a MET6 pravdépodobné znaci
pfitomnost vysokomolekularnich fluoforti (napt. linearni kondenzované sit€¢ aromatickych
jader) substituovanych elektron-donornimi funkénimi skupinami. To je v dobré shodé
svysledky UV/Vis (vysoka hodnota Egr/EBZ) a také sFTIR. Tento fluorofor byl
pozorovatelny i ve spektru HK pouzité v této praci.
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Obrazek 19: Excita¢ni a emisni spektra izolovanych frakei.

Byly vypocteny fluorescencni koeficienty, které jsou sumarizovany v Tabulce 10.
Koeficienty FI a BIX naznacuji, ze HK vyuzita v této praci je terestridlniho a alochtonniho
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pavodu [93; 111] Dle Senesiho [105] posunuté maximum ke krat§im vinovym délkam a vyssi
hodnota FI znadi jednodussi strukturu systému s mén€ kondenzovanymi aromatickymi jadry
¢i slabsi konjugaci v alifatickych fetézcich. Lze pozorovat trend, Ze se zvySujici se polaritou
organického rozpoustédla se posunuje maximum fluorescence k delsim vlnovym délkam
a snizuje se koeficient FI. Dochazi tedy ke zvySovani aromaticity, coz je v dobré shodé
s vysledky elementarni analyzy.

Miru humifikace vyjadiuje index Milori a HIX. Z pozorovani 1ze opét vyvodit, Ze s rostouci
polaritou rozpoustédla se obecné zvysuje 1 aromaticita frakci. Lze vSak pozorovat, ze zdaleka
nejvyssi hodnoty byly vypocteny v pripadé frakce ACE3, coz mize byt zapfi¢inéno vysokym
obsahem kysliku (pomér O/C, ale i H/C, viz Obrazek 23), ktery mohl koeficienty ovlivnit
[115]. Absolutn€ nejnizsi obsah aromati ve struktufe je v piipadé frakce CHF1, podtrhujici
jeji alifaticky charakter. Koeficienty také vypovidaji o mnozstvi strukturnich jednotek
odpovidajici HK (humic-like) a mikrobialn€ derivovanych strukturnich jednotek (protein-
like). Lze pozorovat, ze se zménil pomeér téchto strukturnich jednotek v HK pred a po
extrakci. Pravdépodobné doslo k odtrzeni vice strukturnich jednotek typickych pro HK, coz
koresponduje s vytézky, které jsou ve prospéch téchto struktur. Nejvice strukturnich jednotek
mikrobialniho ptivodu obsahovala frakce CHF 1. Naopak frakce ACN4 byla charakteristicka
strukturnimi jednotkami, které jsou vice humifikované, jako jsou napfiklad chinony, které
znacn€ ovliviyji intenzitu fluorescence. Pritomnost chinond ve struktuie ACN4 byla
potvrzena i prisluSnym absorpnim pasem v FTIR spektru, ale i UV/Vis spektru. Na druhé
stran€ nelze ani opomenout piispévek takovych strukturnich jednotek, které 1ze definovat jako
protein-like fluorescencni domény.

Tabulka 10: Vypocitané fluorescencni koeficienty.

Frakce FI BIX HIX Milori (-107)
HKjprea 0,78 0,35 125 1,27
HKpo 0,68 0,34 31 0,13
CHF1 1,00 0,90 7 0,05
EAC2 0,93 0,63 70 1,10
ACE3 0,79 0,31 173 2,38
ACN4 0,75 0,31 115 2,08
PROS5 0,73 0,24 83 0,67
MET6 0,70 0,26 90 0,88
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5 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyvala frakcionaci huminové kyseliny izolované
z tureckého Leonarditu (Afsin, Kahramanmaras), jejiz cilem bylo rozdéleni komplexni
organické matrice na mensi celky sjednodussi specifickou strukturou s podobnymi
vlastnostmi, které byly nasledné podrobeny chemicko-fyzikalni charakterizaci. V ramci feSeni
diplomové prace byla provedena sekvencni frakcionace s vyuzitim organickych rozpoustédel
se zvySujici se polaritou. Timto zpisobem doslo kizolaci frakci vazanych k pavodni
organické matrici vazbami rtzné sily. Bylo extrahovano Sest frakci o rizném vytézku.
Nejvétsi vytézek byl v pripadé frakci izolovanych pomoci acetonu (26,2 hm. %) an-
propanolu (30,92 hm.%), naproti tomu nejnizsi v pfipadé frakci izolovanych chloroformem
(0,36 hm. %) a aceto-nitrilem (0,83 hm. %).

Vzorky byly zkoumany i z hlediska jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Byl urcen
obsah uhliku, vodiku, dusiku a siry ve frakcich a HK ptfed a po extrakci, obsah kysliku byl
dopocitan po zjisténi nespalitelnych zbytkd, tj. popela a vlhkosti, pomoci TGA analyzy. Byl
pozorovatelny trend, kdy se nejprve extrahovaly strukturni jednotky obsahujici dlouhé
alifatické ftetézce a se zvySujici se polaritou rozpoustédla se tyto fetézce zkracovaly
a nartstala aromaticita. Nejvyssi atomovy pomér O/C byl stanoven ve frakci izolovanych
acetonem a methanolem, spole¢né s vysokym pomérem H/C bylo usouzeno, ze obsahuji
kyslikem vazané alkylové skupiny, jako jsou alkylové ethery a estery pochazejici z ligninu
a/nebo z polysacharidovych zbytk. Pritomnost polysacharidi byla podpofena i vysledky
FTIR. V pfipadé¢ frakci izolovanych acetonitrilem a methanolem bylo uvazovano i o pfitom-
nosti amidovych skupin ve slouceninach podobnych proteinim.

Byla stanovena celkova a karboxylatova kyselost HK pfed a po extrakci a dopocitana jejich
fenolicka kyselost. Bylo zjiSténo, ze vyznamny podil na kyselosti maji fenolické funkéni
skupiny a po extrakci se jejich vliv vyznamné zvysil, zatimco podil karboxylovych funkcnich
skupin se snizil.

Pomoci UV/Vis spektrometrie byla ziskdna spektra a na jejich zakladé byly vypocteny
absorpcni koeficienty (Es/Es, E»/Es, Eo/E3, Alog K, Eg/EBz). VSechny frakce s vyjimkou
CHF1 a ACN4 sdileji podobné substituenty na aromatickém jadfe s HK. Frakce CHF1 byla
charakteristicka vyssim obsahem aryl-esterovych a etherovych funkénich skupin. Se zvysujici
se polaritou rozpoustédla se snizovala stfedni molekulova hmotnost frakci a zvySovala se
jejich aromaticita.

Pomoci infradervené spektrometrie byly zji§tény funkéni skupiny v molekularni struktute
frakci. Frakce CHF1 se vyznacovala vibracemi charakteristickymi pro dlouhé alifatické
fetézce, coz bylo podpofeno i vyrazné vyssi hodnotou pomeéru Icu2/Icns. V pripadé frakce
ACN4 byly pozorovany absorp¢ni pasy charakteristické pro amidové skupiny ve strukturach
podobnych proteinim ¢i chinony a konjugované ketony. Byl vypocéten pomér Ia/Icoon, ktery
udal trend, Ze se zvySujici polaritou se snizuje mnozstvi karboxyloych skupin.

Byla ziskana emisni a excitacni fluorescencni spektra a vypocteny fluorescencni
koeficienty (FI, BIX, HIX a Milori index). Byl pozorovan bathochromni posun emisniho
spektra se zvySujici se polaritou rozpoustédla, tedy i s posunuem ve struktuie od jednodussi
struktury s niz§im obsahem aromatickych jader k vy$§i aromaticité a obsahu polarnich
fuk¢nich skupin jako jsou -NH>, C=0, —OH aj. Ve frakcich CHF1 a EAC2 (slabé ramena
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v piipadé ACE3 a ACN4) byla pozorovana ptfitomnost fluoforu typu C, ktery je mikrobialniho
ptvodu. Ostatni byla charakteristicka prevazné fluroforem typu V, ktery byl pozorovany na
zakladé znacn€ posunutych excitaénich spektrech. Fluorescen¢ni maxima frakci PROS
a MET6 pravdépodobné znacila pritomnost vysokomolekularni fluoforti jako jsou napftiklad
linearni kondenzované sité aromatickych jader substituovanych elektron-donornimi funkénimi
skupinami. Vypoctené fluorescencni koeficienty naznacCovaly terestrialni a alochtonni pivod
HK vyuzité v této praci. Z hodnot koeficientt FI a BIX byl opét pozorovan trend, Ze se
zvySuje aromaticita, respektive kondenzace aromatickych jader, se zvySujici se polaritou
rozpoustédla. Z vypoctenych koeficientu HIX a Milori bylo usouzeno, zZe se doslo k extrakci
latek se strukturnimi jednotkami odpovidajici huminové kyselin€ (vice humifikované). Frakce
CHF1 obsahovala vice strukturnich jednotek mikrobialniho ptavodu.

Souhrnem vsSech zjisténych informaci lze konstatovat, ze huminové kyseliny jsou
komplexni smés oddé¢litelnych frakci se specifickou strukturou a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. U analyzované HK se potvdilo, ze frakce, izolované navrhovanou technikou
frakcionace, se navzajem lisi z hlediska jejich ptivodu, molekulové hmotnosti, aromati¢nosti
a obsahu a slozeni heteroatomovych funcknich skupin. Konkrétné byly frakce, extrahované
nejméné polarnimi/nepolarnimi rozpoustédly, charakteristické strukturou podobné lipidim
(nizka aromaticita, nizky obsah kysliku a dusiku, vysoky pomér Icu2/Ich3). Ostatni frakce byly
obecné vice aromatické a bohatéjsi na polarni (hlavné kyslik obsahujici) funkéni skupiny.
Nejodlisng;si frakci byla ACN4, ktera byla specificka vy$§im obsahem dusiku, amidovych
skupin a relativné malou aromaticitou naznacujici jeji stukturu podobnou proteintim. Posledni
dvé extrahované frakce, pomoci alkoholovych rozpoustédél, jsou specifické vyssim obsahem
stukturnich jednotek odvozenych od sacharidi a obsahem fluoford (typ V) spojovanych se
zbytky rostlinych pigmentti v huminovych kyselinach.
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7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Seznam symbolu
M,,

A, B, Rp
Aj

Ay
A2s4/A410
at. %
E>/E3
E>/E4
E+/Es
Eer/EBz
hm. %
Alog K

Milori index

7.2 Seznam zkratek
BC-NMR
'"H-NMR
ATR

BIX
DOM

EA
ESI/MS
ESR

FI

FK

FTIR
GC/MS
HIX

HK

HL
HPSEC

stfedni molekulova hmotnost

rozdéleni pudnich kyseliny dle Kumady [89]

integral v rozmezi vinovych délek emise 300-345 nm
integral v rozmezi vinovych délek emise 435480 nm
pomeér absorbanci pfi vinovych délkach 254 a 410 nm
elementarni slozeni v atomovych procentech

pomeér absorbanci pii vinovych délkach 250 a 365 nm
pomeér absorbanci pfi vinovych délkach 265 a 465 nm
pomér absorbanci pii vinovych délkach 465 a 665 nm
pomér absorbanci pii vinovych délkach 253 a 220 nm
koncentrace v hmotnostnich procentech

rozdil logaritmickych hodnot absorbanci pti 400 a 600 nm

plosny integral pies celé emisni spektrum

3C nuklearni magneticka rezonanéni spektrometrie
"H nuklearni magneticka rezonanéni spektrometrie
attenuated Total Reflection

autochtonni/biologicky index

rozpusténa organicka hmota (Dissolved Organic Matter)
elementarni analyza

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
elektronova spinova resonance

fluorescen¢ni index

fulvinova kyselina

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
humifikaéni index

huminova kyselina

huminové latky

vysokoucinna velikostné-vylucovaci chromatografie
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LC/MS
MS
PVC
SEC
TGA
UV/Vis

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
hmotnostni spektrometrie

poly(vinyl)chlorid

velikostné-vylu€ovaci chromatografie
termogravimetricka analyza

ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zateni
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8 PRILOHY

Obrazek 21: Revolverovy podavac vzorkii elementamiho analyzatoru s cinovymi kapslemi
naplnénymi pfiblizn¢ 1 mg vzorku.
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Obrazek 22: Roztoky frakei pfed méfenim na UV/VIS spektrometru, zleva HK pred extrakci,
chloroformova frakce, ethylacetatova frakce, acetonova frakce, acetonitrilova frakce, n-propanolova
frakce, methanolova frakce a residualni HK po extrakci.
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Obrazek 23: Van Kreveleniv diagram izolovanych frakei.
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Obrazek 24: Titracni kiivky méfeni celkové kyselosti.
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Obrazek 25: Titra¢ni kiivky méfeni karboxylatove kyselosti.
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